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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
Los sistemas de degradación de proteínas en las células operan de manera 
constante para degradar tanto las proteínas extracelulares que la célula 
internaliza como las proteínas que la célula sintetiza de manera continua. La 
velocidad a la que ocurre la degradación de cualquier proteína celular varía 
dependiendo de su naturaleza, pero también de las condiciones ambientales 
en las que se encuentre la célula. Así, por ejemplo, cuando las células se 
encuentran expuestas a un medio de cultivo pobre en nutrientes, la velocidad 
de degradación del conjunto de sus proteínas aumenta para poder obtener 
nuevos aminoácidos con los que sintetizar proteínas esenciales para la 
supervivencia celular o también para obtener energía (Hietakangas & Cohen, 
2009; Knecht et al., 2009; Yorimitsu & Klionsky, 2005). La degradación 
intracelular de proteínas desempeña, mediante unos mecanismos específicos 
y altamente regulados, un papel muy importante en multitud de procesos 
celulares tales como la adaptación de la maquinaria enzimática a las 
condiciones ambientales en que se encuentran las células, el control del 
tráfico intracelular y del ciclo celular, la regulación de procesos relacionados 
con la morfogénesis y la diferenciación celular, así como la muerte celular 
tanto por necrosis como por apoptosis (Guo et al., 2012; Okayama, 2012; 
Sobolewska et al., 2011; Zhou et al., 2012). Además, este proceso es también 
responsable de la degradación de proteínas «envejecidas» por el uso o 
alteradas y dañadas por mutaciones, errores en la transcripción y traducción, 
exposición a la acción oxidativa de los radicales libres, etc. (Li et al., 2013; 
Luo et al., 2011; Son et al., 2011). 
Los sistemas de degradación intracelular de proteínas se han dividido de 
manera clásica en dos grandes grupos: las vías lisosomales y las vías no 
lisosomales. En las primeras, los lisosomas degradan las proteínas 
intracelulares por diversos mecanismos. En las vías no lisosomales se 
incluyen también, además de los proteasomas, otras proteasas como 
calpaínas, caspasas, etc. cuyo papel en el conjunto de esa degradación es 
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mucho más limitado. Todos estos sistemas de degradación intracelular de 
proteínas son esenciales para la homeostasis celular y por ello no resulta 
sorprendente que se haya puesto claramente de manifiesto en muchos 
laboratorios que defectos en su funcionamiento tienen un papel relevante en 
la patogenia de un gran número de enfermedades (Ciechanover & Brundin, 
2003; Luciani. et al., 2011; Dennissen et al., 2012). Dentro de estas se 
encuentran las enfermedades de almacenamiento lisosomal, como veremos 
a continuación. 
 
1.1. Enfermedades de almacenamiento lisosomal 
Los lisosomas son unos orgánulos con un papel muy importante en la 
degradación de toda clase de macromoléculas, por lo que cuando se 
producen defectos en su función suele acumularse material diverso sin 
degradar en su interior (Curcio-Morelli et al., 2010; Settembre et al., 2008; 
Yu et al., 2005). Esta acumulación da lugar, según cuál sea el material 
acumulado, a la aparición de diferentes patologías, denominadas en 
conjunto enfermedades de almacenamiento lisosomal. Estas representan 
un grupo complejo de trastornos hereditarios, en su inmensa mayoría 
autosómicos recesivos, que incluye aproximadamente sesenta patologías 
metabólicas diferentes relacionadas entre sí por la existencia de defectos 
en genes que producen una alteración en la capacidad de los lisosomas 
de degradar componentes celulares específicos que, en consecuencia, se 
acumulan dentro de ellos (Futerman & van Meer, 2004; Schultz et al., 
2011; Yue et al., 2009). Entre las proteínas cuya deficiencia causa estas 
enfermedades y, atendiendo a su función, se incluyen hidrolasas 
lisosomales (proteasas, lipasas, glucosidasas, sulfatasas, etc.), proteínas 
activadoras o implicadas en modificaciones postraduccionales necesarias 
para la hidrólisis lisosomal de ciertas macromoléculas, proteínas integrales 
de la membrana lisosomal, etc. Todos estos defectos producen, como ya 
hemos dicho, la acumulación de moléculas sin digerir y de material muy 
variado en el interior de los lisosomas, que adquieren así una apariencia 
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característica. Los acúmulos intralisosomales resultan habitualmente en 
un mal funcionamiento de determinados procesos que implican a estos 
orgánulos como, por ejemplo, la regulación del pH lisosomal, el tráfico 
vesicular que ocurre en la autofagia, la endocitosis, la transcitosis y la 
exocitosis, incluyendo en este último proceso la liberación de 
neurotransmisores en las sinapsis, la homeostasis del calcio, etc. (Ballabio 
& Gieselmann, 2009; Bellettato & Scarpa, 2010; Bezprozvanny, 2009; 
Futerman & van Meer, 2004; Vitner et al., 2010). 
Individualmente, la prevalencia de cada una de estas patologías es baja 
(todas ellas están catalogadas como enfermedades raras) y comprende, de 
manera muy aproximada, a un afectado por cada 7.000 u 8.000 nacidos 
vivos en los casos más conocidos. Sin embargo, debido a su carácter 
hereditario, estas enfermedades son más prevalentes en determinadas 
poblaciones endogámicas (Ballabio & Gieselmann, 2009; Meikle et al., 
1999). 
Aproximadamente dos terceras partes de las enfermedades de 
almacenamiento lisosomal dan lugar a disfunciones en el sistema nervioso 
central, con un progresivo deterioro cognitivo y motor (Ballabio & 
Gieselmann, 2009; Bellettato & Scarpa, 2010). A pesar de que los individuos 
que sufren enfermedades de almacenamiento lisosomal pueden a veces 
mostrar síntomas tempranos, la mayoría son clínicamente normales en el 
momento del nacimiento, sugiriendo que la disfunción lisosomal por sí 
misma no influye de forma significativa en procesos relevantes para el 
desarrollo primario del cerebro, como lo son la inducción de la placa neural, 
la diferenciación y migración neuronales y la formación de las sinapsis. Por 
otro lado, aunque en muchos casos las causas genéticas de estos 
trastornos están claras, los mecanismos celulares mediante los que las 
deficiencias en estas proteínas alteran preferentemente la viabilidad 
neuronal siguen sin conocerse con suficiente precisión. 
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1.2. Lipofuscinosis ceroideas neuronales 
Dentro del conjunto de enfermedades de almacenamiento lisosomal, este 
trabajo se ha centrado en la lipofuscinosis neuronal ceroide (ORPHA216) o 
NCL, de manera abreviada. Se trata de un conjunto heterogéneo de 
enfermedades neurodegenerativas hereditarias graves (conocidas con el 
nombre común de lipofuscinosis ceroideas neuronales) que se caracterizan 
clínicamente por una disminución de la capacidad mental, con epilepsia y 
pérdida de visión por degeneración retiniana y que, histológicamente, 
muestran una acumulación intracelular de material autofluorescente. 
Colectivamente, este grupo de patologías constituye la forma mendeliana 
más frecuente de enfermedades neurodegenerativas que tienen su inicio en 
la infancia (Staropoli et al., 2012), ya que afecta a uno de cada 12.500 
nacidos vivos en todo el mundo, siendo más prevalente en determinadas 
regiones (Jalanko & Braulke, 2009; Meikle et al., 1999). Las lipofuscinosis 
ceroideas neuronales están clasificadas dentro del grupo de epilepsias 
mioclónicas progresivas y son enfermedades autosómicas recesivas, 
caracterizadas por la presencia del lipopigmento autofluorescente 
mencionado anteriormente en diversos tejidos de los pacientes, pero 
especialmente en neuronas del cerebro y en la retina. Las inclusiones 
lisosomales observadas mediante microscopía electrónica aparecen con 
una morfología muy variada y que se designa de manera descriptiva con 
términos tales como osmiofílica granular, curvilínea, en forma de huella 
dactilar o rectilínea, etc. Esta morfología es distinta en las diferentes 
variantes de lipofuscinosis ceroideas neuronales (Anderson et al., 2013; 
Goebel, 1996; Haltia & Goebel, 2013; Siintola et al., 2006), por lo que las 
características ultraestructurales de las inclusiones se han utilizado a veces 
con propósitos de diagnóstico. 
En una primera clasificación, las lipofuscinosis ceroideas neuronales se 
dividieron, según la edad de aparición de sus síntomas, en cuatro grupos 
principales: infantil (INCL), infantil tardía (LINCL), juvenil (JNCL) y adulta 
(ANCL). Sin embargo, en los últimos años se han descrito otras variantes de 
estos tipos, especialmente de la LINCL. Las lipofuscinosis ceroideas 
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neuronales (CLN1-CLN14) son consecuencia de mutaciones en los genes 
CLN (CLN1-CLN8, el gen CLN9 no se ha caracterizado aún, para las nueve 
primeras variantes de lipofuscinosis ceroideas neuronales) o en otros genes 
(CTSD para CLN10, GRN para CLN11, ATP13A2 para CLN12, CTSF para 
CLN13 y KC7D7 para CLN14). Esos genes codifican proteínas solubles o, 
sobre todo, de tipo transmembrana (Rakheja et al., 2004; Steenhuis et al., 
2012; Vines & Warburton, 1999), localizadas tanto en los 
endosomas/lisosomas como en el retículo endoplásmico, aunque también se 
han postulado otras localizaciones, como veremos más adelante. Dentro de 
las lipofuscinosis ceroideas neuronales se han incluido trastornos que dan 
lugar a patologías similares, como deficiencias en la catepsina D (CLN10), 
producidas por diversas mutaciones en el gen (CTSD) que codifica esa 
proteasa lisosomal (Fritchie et al., 2009; Siintola et al., 2009). También se han 
querido incluir en este grupo, aunque esto está mucho más discutido, 
defectos en varias proteínas de la familia de los canales de cloro (CLC, por 
sus siglas en inglés) (Poët et al., 2006; Yoshikawa et al., 2002), que funcionan 
como canales de aniones cloruro solamente o como intercambiadores Cl
-
/H
+
 y 
que están presentes tanto en la membrana plasmática como en algunas 
vesículas intracelulares.  
La utilización de varios modelos animales (perros, ovejas, etc.) en el estudio 
de las lipofuscinosis ceroideas neuronales ha proporcionado una 
herramienta de gran valor para poder comprender los mecanismos 
moleculares que subyacen a estas enfermedades (Cao et al., 2006; Damme 
et al., 2014; Finn et al., 2011; Galizzi et al., 2011; Kielar et al., 2006; 
Komatsu et al., 2006; Kovács et al., 2012; Schmiedt et al., 2012; von 
Schantz et al., 2009) y además ha hecho posible el descubrimiento de 
nuevas mutaciones y de nuevos genes candidatos de estas patologías 
(Ahmed et al., 2010; Tammen et al., 2006). 
Los síntomas clínicos de las diferentes lipofuscinosis ceroideas neuronales 
incluyen en las formas infantiles y juveniles (que son la mayoría) atrofia 
cerebral y retinal (con la consecuente pérdida de visión), epilepsia, retraso 
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mental progresivo y una reducida esperanza de vida, mientras que en las 
formas adultas, sobre todo las CLN4A y CLN4B, el síntoma más 
característico es la demencia (Babacan-Yildiz et al., 2012; Ballabio et al., 
2009; Bellettato et al., 2010; Siintola et al., 2006; Sleat et al., 1999; Smith et 
al., 2013). El cerebro de los pacientes de todas estas enfermedades 
muestra una elevada pérdida de masa celular neuronal.  
 
Tabla 1. Algunas características de las principales variantes de las lipofuscinosis 
ceroideas neuronales.  
Se muestran algunos de los diferentes tipos de lipofuscinosis ceroideas neuronales y sus 
respectivas variantes (CLN1-CLN10), junto con el nombre común del gen cuya mutación 
ocasiona la enfermedad. Además, se indica el nombre de la proteína codificada por dicho gen 
cuando se conoce y también su localización subcelular más documentada. No se incluyen otras 
(ver texto), porque esta clasificación está sometida a continuos cambios. Además, las funciones 
precisas de la mayoría de esas proteínas son hipotéticas o incluso desconocidas.  
 
ENFERMEDAD GEN PRODUCTO DEL GEN LOCALIZACIÓN 
INCL (CLN1) CLN1 Palmitoil proteína tioesterasa 
(34 kDa) 
Lisosomas 
LINCL (CLN2) CLN2 Tripeptidil peptidasa I (TPP1) 
(48 kDa) 
Lisosomas 
JNCL (CLN3) CLN3 Battenina, proteína trans-
membrana (55 kDa) 
Endosomas/lisosomas 
ANCL 
(CLN4B
1
)
 
CLN4/ 
DNAJC5 
Desconocido Desconocida 
v. LINCL y v. 
finlandesa 
(CLN5)  
 
v. LINCL  
CLN5 Glicoproteína soluble (60 kDa) Lisosomas 
(CLN6/CLN4A
1
)
 
CLN6 Proteína transmembrana 
(36 kDa) 
Retículo 
endoplásmico 
v. LINCL 
(CLN7)  
 
CLN8 y v. turca  
CLN7 Proteína transmembrana 
(~ 100 kDa) 
Lisosomas 
NE
2
 (EPMR
2
) CLN8 Proteína transmembrana 
(33 kDa) 
Retículo 
endoplásmico 
/ERGIC
2 
v. JNCL (CLN9)   ¿? Desconocido Desconocida 
 
CLN10 
 
CTSD 
 
Catepsina D (40 kDa) 
 
Lisosomas  
 
 
 
1
CLN4A y CLN4B son las formas adultas clásicas (ANCL) de las lipofuscinosis ceroideas 
neuronales. La primera se hereda con una pauta autosómica recesiva y la segunda con una 
pauta autosómica dominante, lo que supone una excepción de las restantes variantes de 
lipofuscinosis ceroideas neuronales. 
2
Abreviaturas: EPMR: epilepsia progresiva con retraso mental; ERGIC: compartimento 
intermedio entre el retículo endoplásmico y el complejo de Golgi; NE: síndrome epiléptico del 
norte; v.: variante. 
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Actualmente se desconoce aún la función específica de muchas de las 
proteínas codificadas por los diferentes genes CLN implicados. Sin 
embargo, pese a la heterogeneidad de las proteínas implicadas y a la 
diversidad, en algunos casos, de su localización subcelular (tabla 1), las 
similitudes entre los diferentes fenotipos de lipofuscinosis ceroideas 
neuronales sugieren que esas proteínas podrían jugar distintos papeles en 
una ruta común relacionada con alguna o algunas funciones de los 
lisosomas y que sería especialmente importante en neuronas (Goebel, 
1996; Haltia & Goebel, 2013; Jalanko et al., 2009; Kyttälä et al., 2006). 
De entre todas las lipofuscinosis ceroideas neruronales, en este estudio nos 
hemos centrado en dos de ellas por ser las más prevalentes: la LINCL 
(ORPHA168491) y la JNCL (ORPHA79264), que son consecuencia de 
mutaciones en los genes CLN2 y CLN3, respectivamente (ver tabla 1), y 
que, conjuntamente, suponen un 90 % de todos los casos de lipofuscinosis 
ceroideas neuronales diagnosticados en el mundo. 
 
1.2.1. LINCL (CLN2) 
La deficiencia en la enzima lisosomal (Lin et al., 2001; Vines & Warburton, 
1999) tripeptidil peptidasa 1 (TPP1), codificada por el gen CLN2, da lugar 
a la forma clásica de lipofuscinosis ceroidea neuronal infantil tardía 
(LINCL) (Rawlings & Barrett, 1999). Esta aminopeptidasa es capaz de 
eliminar de proteínas pequeñas (de unos 5 kDa) un péptido de tres 
aminoácidos del extremo amino terminal cuando este no está bloqueado. 
La TPP1 es producida como una proenzima inactiva de 66 kDa que, a pH 
ácido, se activa autocatalíticamente a través de un proceso intramolecular 
por el que se produce la eliminación de su extremo amino terminal, dando 
lugar así a la forma madura de 48 kDa (Guhaniyogi et al., 2009; Lin et al., 
2001). Su glicosilación (N-glicosilación), sobre todo en la asparagina en la 
posición 286, es particularmente importante y mutaciones en este sitio dan 
lugar a una enzima poco plegada con una estabilidad y una actividad muy 
reducidas (Golabek et al., 2003; Wujek et al., 2004). Como es el caso de 
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otras lipofuscinosis, no se conoce cómo la deficiencia en la TPP1 da lugar 
a la neurodegeneración selectiva del sistema nervioso central.  
 
Figura 1. Esquema de la ATP-sintasa 
mitocondrial. Es un complejo 
multiproteico formado por dos partes 
diferenciadas: la F0, embebida en la 
bicapa lipídica de la membrana interna 
mitocondrial y que sirve de canal de 
paso a la matriz mitocondrial de los 
protones acumulados en el espacio 
intermembrana y la F1, dirigida hacia la 
matriz mitocondrial, encargada de 
aprovechar el flujo de protones 
procedente del espacio intermembrana 
para sintetizar el ATP. La flecha de color 
rojo señala la situación de las 12 
subunidades c de este complejo. 
Adaptado de Miller et al., 2013. 
 
 
 
El componente proteico principal del material acumulado en los lisosomas 
de pacientes de LINCL, como en la mayoría de las lipofuscinosis 
ceroideas neuronales, es la subunidad c de la ATP-sintasa mitocondrial 
(figura 1). Esta proteína tiene un tamaño de 19 kDa y, por su elevado 
contenido en aminoácidos apolares, es un proteolípido. La subunidad c se 
encuentra en el complejo F0 y es la subunidad transmembrana más 
importante, formando un anillo oligomérico que constituye el rotor F0 
(Azarashvili et al., 2014). El resto del material acumulado en las LINCL 
incluye otras proteínas hidrofóbicas minoritarias, ubiquinona, fosfolípidos, 
lípidos neutros y algunos otros componentes. Aunque los depósitos son 
mayores en las neuronas del cerebro y en la retina, los fibroblastos 
procedentes de pacientes de LINCL también los acumulan en gran 
cantidad. En los fibroblastos procedentes de individuos sanos se ha 
podido comprobar que la inhibición específica de la TPP1 también da lugar 
a la acumulación en los lisosomas de la subunidad c, pero no de otras 
proteínas mitocondriales, por lo que es muy probable que la TPP1 esté 
implicada en la degradación inicial de esa proteína. Como ya hemos dicho, 
δ
αα
β
γ
ε
c12ab2
b2
ATP
ADP + Pi
Bicapa
lípídica
Matriz 
mitocondrial
Espacio 
intermembrana
H+
F1
F0
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la subunidad c de la ATP-sintasa mitocondrial también se acumula en las 
formas más frecuentes de lipofuscinosis ceroideas neuronales, incluida la 
forma congénita CLN10, que es consecuencia de la deficiencia en la 
catepsina D (Azarashvili et al., 2014; Fritchie et al., 2009; Palmer et al., 
2013). Esto quizás permitiría proponer que la degradación de la subunidad 
c se iniciaría en la TPP1 y que finalizaría en la catepsina D. Además, 
como el pH óptimo de estas dos proteasas corresponde a valores de pH 
muy ácidos (en el rango de 3,0 a 5,0, en contraste, por ejemplo, con las 
catepsinas B o L, que lo tienen alrededor de 6,0), su actividad podría verse 
reducida cuando aumenta el pH lisosomal, como veremos aquí. 
 
1.2.2. JNCL (CLN3) 
Diversas mutaciones en el gen CLN3 dan lugar a la forma juvenil de las 
lipofuscinosis ceroideas neuronales (JNCL o enfermedad de Batten) (Lerner 
et al., 1995), la más común de todas estas patologías. La mayoría de los 
individuos afectados presentan una deleción de 1,02 kb, desplazando la 
pauta de lectura del gen, lo que genera una proteína truncada de 181 
aminoácidos en la que los primeros 153 residuos coinciden con la secuencia 
de la forma silvestre de Cln3p (Pearce et al., 1999; Pearce & Sherman, 
1999). Se desconoce la función precisa de la proteína codificada por este 
gen, a la que se llama a veces battenina. Se trata de una proteína 
transmembrana de 438 aminoácidos (figura 2) que se postula que está 
asociada especialmente a las balsas lipídicas o lipid rafts (microdominios de 
membrana enriquecidos en esfingolípidos y en colesterol), particularmente a 
las que se localizarían en el sistema endosomal/lisosomal (Golabek et al., 
2000; Kida et al., 1999; Rakheja et al., 2004; Uusi-Rauva et al., 2012). 
Paralelamente, otros grupos han descrito una asociación de la battenina al 
complejo de Golgi, a proteínas del citoesqueleto o incluso también a 
mitocondrias (Katz et al., 1997; Kremmidiotis et al., 1999; Uusi-Rauva et al., 
2008). Aunque la localización mitocondrial resulta controvertida, sí que es 
cierto que algunos datos parecen apoyar una relación de Cln3p con la 
mitocondria, como la presencia de una posible secuencia de localización 
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mitocondrial en la proteína, el que se hayan observado en células de 
pacientes de JNCL cambios en la morfología mitocondrial, la acumulación 
mayoritaria de la subunidad c de la ATP-sintasa mitocondrial, una reducción 
de los niveles de ATP y una menor tolerancia al estrés oxidativo (Fossale et 
al., 2004; Janes et al., 1996; Jolly et al., 2002). Nuestros propios datos 
(Villarroya, tesis doctoral, 2002) apoyan una localización principal de Cln3p 
en la membrana lisosomal, y las observaciones anteriores podrían 
explicarse perfectamente por la participación de los lisosomas en el 
recambio mitocondrial a través de la macroautofagia. 
Varios estudios en Saccharomyces cerevisiae permitieron identificar al gen 
BTN1, que era homólogo del gen humano CLN3 (Chattopadhyay et al., 
2000; Pearce et al., 1999). La identidad entre ambos genes es del 39 % y la 
proteína codificada, que se encuentra localizada en la vacuola de la 
levadura, es similar en un 59 % a Cln3p, y presenta un perfil de 
hidrofobicidad parecido. Mutaciones en BTN1 demostraron que no es un 
gen esencial y que no afecta ni al crecimiento, ni a la viabilidad celular 
(Pearce et al., 1999). En este organismo tampoco parece que la proteína 
juegue un papel directo en la degradación de la subunidad c de la ATP-
sintasa mitocondrial (Kim et al., 2005), por lo que algunos autores ponen en 
duda la utilidad de este modelo para estudiar la forma juvenil de las 
lipofuscinosis ceroideas neuronales. 
Existen al menos seis formas de la proteína Cln3p que son consecuencia de 
splicing alternativo, pero su función biológica se desconoce (Cotman et al., 
2002). Algunos autores las han relacionado con el mantenimiento del pH 
vacuolar, al observarse una menor acidificación de los lisosomas en 
fibroblastos tratados con ADNc antisentido (Golabek et al., 2000). La 
proteína Cln3p posee 6 dominios transmembrana que le confieren un 
carácter hidrofóbico y, además, en la cara luminal de la membrana posee 
una hélice anfipática, es decir, formada por residuos polares y residuos 
hidrofóbicos que se sitúan en la misma posición de la hélice. Esta hélice, 
aunque próxima al extremo C-terminal, contiene la secuencia mencionada 
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antes que es similar a la de un péptido señal que dirige las proteínas de 
nueva síntesis hacia la mitocondria (Nugent et al., 2008).  
 
Figura 2. Modelo esquemático de la proteína Cln3p humana. En el esquema se muestran las 
seis hélices transmembrana y la hélice anfipática situada en el lumen (correspondiente a los 
aminoácidos 319 a 336), así como las localizaciones de los lazos. Las mutaciones implicadas en la 
enfermedad están localizadas mayoritariamente en las hélices transmembrana o adyacentes a ellas, 
en los lazos evolutivamente conservados en el lumen o en la hélice anfipática. Adaptado de Nugent 
et al., 2008. 
La proteína Cln3p no comparte homología con ninguna proteína conocida, 
pero debido a su estructura (ver figura 2) podría desempeñar una función de 
transporte, actuando como algún tipo de canal (Kim et al., 2003; Ramírez-
Montealegre & Pearce, 2005). Además, la proteína Cln3p podría tener 
también un papel indirecto en el tráfico de membranas, regulando la fusión 
de vesículas que depende del pH intravesicular. Esto es coherente con su 
localización en el sistema endosomal/lisosomal en diversos tipos celulares, 
neuronales y no neuronales (Kyttälä et al., 2004; Luiro et al., 2004; 
Persaund-Sawin et al., 2004; Uusi-Rauva et al., 2008; Villarroya, tesis 
doctoral, 2002). Por otro lado, la sobreexpresión de Cln3p acelera el 
crecimiento celular y protege a las células de la apoptosis (Proud, 2002) y, 
de hecho, se ha visto que los niveles de esta proteína aumentan en diversos 
tipos de cáncer (Rylova et al., 2002; Tardy et al., 2006). En cualquier caso y 
a pesar de todas esas sugerencias, la función exacta de Cln3p sigue siendo 
desconocida actualmente. 
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En resumen, la presencia de mutaciones en las proteínas TPP1 y Cln3p da 
lugar a la acumulación de material no degradado en el interior de los 
lisosomas de los pacientes en la LINCL y JNCL, respectivamente, que 
contienen especialmente en ambos casos a la subunidad c de la ATP-
sintasa mitocondrial. Puesto que, como comentábamos al principio, una de 
las funciones más importantes del sistema endosomal/lisosomal es la 
degradación intracelular de proteínas y este es un proceso esencial para la 
supervivencia de las células, en este trabajo hemos considerado la 
posibilidad de que esa acumulación pudiera afectar a ese proceso, cuyas 
características principales resumimos a continuación. 
 
1.3. Vías de degradación intracelular de proteínas 
La degradación intracelular de proteínas es llevada a cabo por unas 
enzimas, llamadas genéricamente proteasas o peptidasas, que, actuando 
coordinadamente, se encargan de hidrolizar los enlaces peptídicos de las 
proteínas hasta sus aminoácidos constituyentes (Ciechanover, 2012; Dean, 
1980; Kaminskyy & Zhivotovsky, 2004; Suraweera et al., 2012). En el ser 
humano se han descrito más de 500 proteasas (López-Otín & Bond, 2008), 
que corresponden a una de las clases de enzimas más abundantes del 
genoma humano. Aunque varias de esas proteasas son extracelulares, 
existen también proteasas intracelulares que están localizadas 
prácticamente en todos los subcompartimentos de la célula. Sin embargo, y 
como ya se ha comentado al principio de esta Introducción, tradicionalmente 
las vías proteolíticas intracelulares, que dependen de esas proteasas, se 
han dividido en dos grandes apartados: las vías no lisosomales y las vías 
lisosomales de degradación intracelular de proteínas (Dean, 1980; Knecht et 
al. 2009). 
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1.3.1. Vías no lisosomales 
Las vías no lisosomales de degradación intracelular de proteínas participan, 
aunque no de modo exclusivo, en la degradación de proteínas defectuosas, 
incluidas las proteínas mal plegadas en el retículo endoplásmico, y también 
de proteínas reguladoras de gran importancia y de vida media muy corta 
(Eisele & Wolf, 2008; Fuertes et al., 2003a; Suraweera et al., 2012). Así, por 
ejemplo, a través sobre todo de estas vías se degradan las ciclinas, que 
controlan la progresión del ciclo de división celular en diversos puntos, 
diferentes factores de transcripción, proteínas reguladoras que catalizan 
pasos limitantes en rutas metabólicas, etc. 
El papel principal en la degradación intracelular de proteínas por las vías no 
lisosomales lo llevan a cabo los diferentes proteasomas, cuya localización 
es tanto citosólica como nuclear. Estos complejos supramoleculares 
degradan principalmente proteínas marcadas mediante cadenas de 
poliubicuitina con una determinada topología (Bader et al., 2007; Brooks et 
al., 2000; Palmer et al., 1996; Rivett, 1993). 
 
Figura 3. Estructura del proteasoma 20S. El 
proteasoma 20S completo tiene un tamaño de 16 nm 
de alto por 10 nm de ancho, con una entrada a cada 
lado de 1,3 nm, que indica que las proteínas deben 
estar, al menos parcialmente, desplegadas para 
acceder al interior. Allí, hay un hueco catalítico con un 
diámetro máximo de 5,3 nm. Los anillos β se disponen 
en el centro de la estructura, exponiendo hacia dentro 
del anillo los residuos de treonina del extremo N-
terminal (puntos amarillos), capaces de catalizar la 
hidrólisis del enlace peptídico. Adaptado de 
Rechsteiner & Hill, 2005. 
Los proteasomas (Coux et al., 1996; Tanaka et al., 2012) son complejos 
proteolíticos que existen en diferentes asociaciones poliméricas. La unidad 
fundamental es una estructura cilíndrica hueca, el proteasoma 20S 
(~700 kDa), que solamente es capaz de degradar sustratos desplegados, lo 
que excluye como sustratos a las proteínas plegadas con estructura nativa. 
El proteasoma 20S eucariótico está formado por cuatro anillos heptaméricos 
(figura 3). Los dos exteriores son idénticos y están formados, cada uno, por 
10 nm
16 nm
1,3 nm
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siete subunidades α distintas (α1-α7), todas de expresión constitutiva. Los 
dos anillos internos son también idénticos entre sí y constan, cada uno 
también, de siete subunidades β distintas (β1-β7), de expresión constitutiva, 
aunque existen tres más (β1i, β2i y β5i) de expresión inducible. 
En células de mamífero, tres de las subunidades β (concretamente β1, β2 y 
β5) contienen los tres sitios de actividad proteolítica del proteasoma y 
forman lo que se denomina su núcleo catalítico. En cambio, las subunidades 
α carecen de actividad proteolítica y han evolucionado a partir de las β. 
Cada una de estas subunidades β ha desarrollado una actividad proteolítica 
distinta (Orlowski & Wilk, 2000). Estas se han clasificado como actividad 
peptidil-glutamil hidrolizante, también llamada actividad similar a caspasa 
(β1), actividad similar a tripsina (β2) y actividad similar a quimotripsina (β5), 
siendo esta última la que parece más importante en la degradación 
intracelular de proteínas por proteasomas (Kisselev & Goldberg, 2005). 
Además, y como ya hemos mencionado, en los mamíferos existen tres 
genes más que codifican variantes de las subunidades de tipo β y cuya 
expresión es inducible. Esto ocurre, por ejemplo, cuando aumenta la 
respuesta inmune o por el tratamiento con el interferón γ. La incorporación 
de forma cooperativa de estas subunidades inducibles produce una 
sustitución de las subunidades β1, β2 y β5 constitutivas, que son 
desplazadas por las inducibles, dando lugar a la formación de un subtipo de 
proteasoma: el inmunoproteasoma. Este es, al parecer, el responsable de la 
generación de péptidos antigénicos que posteriormente presentará el 
complejo principal de histocompatibilidad de clase I. 
La estructura en barril del proteasoma permite la existencia de una cámara 
catalítica de unos 84 nm
3
 formada por los anillos β y de dos antecámaras de 
unos 59 nm
3
 formadas cada una por un anillo α y uno β, y que permiten que 
el proteasoma 20S pueda alojar una cantidad considerable de productos de 
degradación de los sustratos proteicos (Jung & Grune, 2013). Además, 
solamente se puede llegar a los centros activos de la cámara catalítica 
mediante dos poros axiales. En ellos se encuentra el grupo hidroxilo de la 
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treonina que permite el ataque nucleofílico y que se sitúa en el extremo 
amino terminal de estas tres subunidades β. Esta treonina caracteriza a los 
proteasomas como miembros de una nueva familia de hidrolasas con un 
único residuo activo nucleofílico amino-terminal, pudiendo ser este una 
treonina, una serina o una cisteína (Oinonen & Rouvinen, 2000). 
 
α
β
β
α
PA28
Heptámero de 
subunidades α PA28/11S/REG
(PA28α/β o PA28γ)
Péptido no ubicuitinado
Proteasoma 20S 
activado (20S + PA28)
Fragmentos peptídicos pequeños
Conjugado proteína-
poliubicuitina
α
β
β
α
PA700
PA700
Proteasoma 20S
PA700/19S
19 subunidades, de ellas 6 
con actividad ATPasa
Heptámero de 
subunidades β
Fragmentos peptídicos pequeños
Proteasoma 30S
(PA700 + 20S + PA700)
Cadena de 
poliubicuitina liberada
 
Figura 4. Estructura y mecanismo de acción del proteasoma 30S y del proteasoma-PA28. 
El proteasoma 30S funcional está formado por la unión de un proteasoma 20S, que contiene el 
núcleo catalítico, constituido por dos heptámeros de subunidades α y dos de subunidades β, y 
por dos complejos reguladores 19S, formados a su vez por dos complejos proteicos: una tapa y 
una base. Este proteasoma 30S reconoce proteínas poliubicuitinadas a través de una de las 
subunidades más externas de las partículas reguladoras 19S y, gracias a la hidrólisis del ATP, 
se produce la desubicuitinación de la proteína, su desplegamiento y su transporte a través de 
una apertura entre las subunidades del complejo al proteasoma 20S para su degradación. El 
proteasoma-PA28 reconoce proteínas no poliubicuitinadas y las introduce dentro del 
proteasoma 20S hasta alcanzar las subunidades catalíticas β que intervienen en su 
degradación. Adaptado de McNaught et al., 2001. 
El proteasoma 20S puede asociarse con otros complejos reguladores y 
activadores a través de sus anillos α. Por ejemplo, puede hacerlo con un 
activador independiente de ATP denominado complejo regulador 11S, cuya 
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expresión también aumenta en las mismas situaciones en que lo hacen las 
subunidades inducibles del inmunoproteasoma, por lo que se supone que 
debe tener un papel similar a este (ver arriba). El complejo regulador 11S 
(REG o PA28) posee una estructura heptagonal y está formado por dos 
tipos de subunidades, PA28α y PA28β. Es capaz de unirse por cualquiera 
de los dos extremos, o por ambos, tanto al proteasoma 20S como al 
inmunoproteasoma para formar complejos proteasoma-PA28. De este 
modo, es muy probable que el complejo proteasoma-PA28 que contiene al 
inmunoproteasoma con las subunidades β de expresión inducible sea el 
principal responsable de la generación de los péptidos antigénicos 
mencionada anteriormente (Pickart & Cohen, 2004; Wang & Maldonado, 
2006). El proteasoma 20S también puede asociarse con el complejo 
regulador 19S o PA700 (figura 4), generándose el proteasoma 26S de 
aproximadamente 1,6 MDa (Coux et al., 1996) cuando solo se une un 
complejo regulador, o el proteasoma 30S de aproximadamente 2,5 MDa si 
se unen dos, uno por cada extremo del proteasoma 20S. Mientras que el 
proteasoma 20S degrada selectivamente diversas proteínas oxidadas, de 
manera independiente de ATP y de ubicuitina (Eisele & Wolf, 2008; Orlowski 
& Wilk, 2003), el proteasoma 26S requiere ATP para su activación y se le 
considera el más importante para la degradación intracelular, tanto de 
proteínas poliubicuitinadas (figura 4) como de algunas no ubicuitinadas 
(Coux et al., 1996). Estos proteasomas son capaces de hidrolizar de forma 
más eficaz aquellos enlaces peptídicos situados detrás de residuos 
hidrofóbicos o básicos y, con menor eficiencia, aquellos situados detrás de 
residuos ácidos. Los complejos reguladores 11S y 19S pueden también 
unirse a la vez al proteasoma 20S, cada uno por un extremo, generando un 
proteasoma mixto o híbrido PA28-20S-PA700 cuya función se desconoce 
(Coux et al., 1996). También existen otros complejos reguladores del 
proteasoma sobre los que se sabe mucho menos, como el PA28γ, el PA200 
y el inhibidor PI31. Además, todos ellos pueden formar proteasomas 
híbridos al unirse a cada uno de los dos extremos complejos diferentes, lo 
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que da una idea de la gran diversidad de combinaciones posibles y de la 
gran variedad de funciones que podrían desempeñar. 
En la degradación de proteínas por parte de los proteasomas 26S y 30S 
participa muchas veces la ubicuitina. Se trata de una proteína globular de 76 
aminoácidos y 8,5 kDa, que está presente de manera muy conservada 
evolutivamente en diversos organismos desde levaduras hasta mamíferos. 
La ubicuitina se une covalentemente a través de su extremo carboxilo a las 
proteínas que van a ser degradadas, generalmente a través del grupo ε-
amino de sus lisinas, pudiendo formar una larga cadena de poliubicuitinas al 
unirse más ubicuitinas a una lisina de la ubicuitina anterior (Hartmann-
Petersen et al., 2003; Hershko et al., 2000; Mani & Gelmann, 2005; Miller & 
Gordon, 2005; Pickart & Cohen, 2004).  
La ubicuitinación de proteínas tiene lugar gracias a la hidrólisis del ATP, 
mediante una reacción en serie en la que intervienen tres tipos de 
enzimas, E1, E2 y E3 (Hershko & Ciechanover, 1998; Mattern et al., 
2012). La reacción de ubicuitinación se inicia con la adenilación del 
extremo carboxilo de la glicina 76 y la formación de un enlace tioéster de 
esta glicina con la cisteína del centro activo de la enzima E1 (enzima 
activadora de ubicuitina). A continuación, la ubicuitina activada se 
transfiere a la cisteína del centro activo de la enzima E2 (enzima 
conjugadora de ubicuitina) y una E3 (ubicuitina ligasa) cataliza la 
transferencia de la ubicuitina hasta el sustrato. La especificidad de la 
reacción viene marcada por las numerosas enzimas E3 que reconocen de 
manera específica los sustratos donde unen la ubicuitina y también por las 
combinaciones que se establecen con las enzimas E2, que son bastante 
menos abundantes que las E3. Como ya se ha dicho arriba, este ciclo 
puede repetirse varias veces al añadirse otra ubicuitina a un ε-amino de 
alguna de las siete lisinas de la ubicuitina anterior, dando así lugar a las 
cadenas de poliubicuitina (Min & Lindon, 2012). Además, la topología de 
este marcaje con ubicuitina es importante para dirigir las proteínas hacia 
diferentes vías de degradación. Así, en el caso de proteínas destinadas a 
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degradación por proteasomas esta unión se produce generalmente a 
través de la lisina 48 de la ubicuitina. Otro ejemplo lo proporciona la 
ubicuitinación a través de la lisina 29 o de la lisina 63, que pueden dirigir 
los sustratos para que sean degradados mayoritariamente por 
proteasomas o por lisosomas, respectivamente, aunque la ubicuitinación a 
través de la lisina 63 también se ha visto asociada a la participación de los 
sustratos en la transducción de señales, en el tráfico de proteínas o en la 
reparación del ADN entre otras funciones (Wong & Cuervo, 2010). En 
cualquier caso, existe una gran variedad de posibilidades de 
poliubicuitinación según cuál sea la lisina de la ubicuitina que interviene en 
la cadena, existiendo también casos en los que se han descrito cadenas 
de poliubicuitina mixtas que se forman con lisinas en posiciones diferentes 
en las ubicuitinas de una misma cadena. Hay que mencionar también que 
un nivel adicional de complejidad en estos procesos lo proporcionan la 
monoubicuitinación, la ubicuitinación N-terminal y la desubicuitinación por 
enzimas específicas, que es el paso previo a la degradación de la proteína 
o a su recuperación funcional, pero en cuyos detalles no podemos entrar 
aquí. 
Además de la vía ubicuitina-proteasomas, dentro de las vías no lisosomales 
de degradación intracelular de proteínas se incluyen también las que 
implican a otras proteasas como las calpaínas, que están reguladas por los 
niveles celulares de Ca
+2
, las caspasas, que intervienen en la apoptosis, y 
otras proteasas localizadas en el interior de diversos orgánulos (Bulteau & 
Bayot, 2011; Garg et al., 2011; Jeyaraju et al., 2013; Shanab et al., 2012) 
como mitocondrias y retículo endoplásmico. Sin embargo, la aportación de 
todas esas proteasas al conjunto de la degradación intracelular de proteínas 
es solo minoritaria. 
 
 
 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
21 
 
1.3.2. Vías lisosomales 
Los lisosomas son unos orgánulos citoplásmicos muy heterogéneos, 
presentes de forma ubicua en las células eucariotas. Están delimitados por 
una membrana que contiene varias proteínas transmembrana, muchas de 
ellas de función aún desconocida. Los lisosomas encierran en su interior, 
que se mantiene a un pH de 4,5 a 5,0 aproximadamente mediante una 
bomba de protones localizada en su membrana, a numerosas enzimas 
hidrolíticas cuyo pH óptimo de actuación es ácido (Saftig et al., 2010). Una 
gran variedad de procesos celulares dependen de una adecuada función 
lisosomal, como es el caso del recambio de los componentes celulares, la 
homeostasis del colesterol, la regulación negativa de los receptores de la 
superficie celular, la inactivación de patógenos, la reparación de la 
membrana plasmática y la remodelación ósea, por citar solo unos pocos 
ejemplos. 
Los lisosomas están implicados en la degradación, para dar lugar a sus 
componentes básicos, de una gran variedad de moléculas con una 
estructura muy diversa, tales como proteínas, glucosaminoglicanos, 
esfingolípidos y otros lípidos complejos, ácidos nucleicos, oligosacáridos y 
polisacáridos, etc. Estos componentes pueden reciclarse a través de rutas 
biosintéticas o, algunos de ellos, degradarse para obtener energía. Las vías 
lisosomales de degradación intracelular de proteínas son responsables 
tanto de la degradación de proteínas extracelulares que entran a la célula 
por las diferentes formas de endocitosis, como también de la degradación 
de proteínas intracelulares que se incorporan a estos orgánulos través de 
las diferentes formas de autofagia. La endocitosis, que como hemos dicho 
incluye varias vías, implica, de una forma muy simplificada (ver más 
adelante), la maduración de endosomas tempranos para formar finalmente 
endosomas tardíos que se fusionarán con los lisosomas (Saftig & 
Klumperman, 2009). Además, en los endosomas tempranos las proteínas 
internalizadas, solubles y de membrana, pasan por un subcompartimento 
conocido como endosoma de clasificación (sorting endosome), desde el que 
pueden reciclarse algunas proteínas de membrana y volver a la membrana 
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plasmática o avanzar el resto hacia su degradación en endosomas tardíos y 
lisosomas. En cuanto a la autofagia, se incluyen aquí varios mecanismos 
como la crinofagia (que se refiere a la degradación del exceso de proteínas 
de secreción en células secretoras) y las tres autofagias más conocidas: la 
macroautofagia, la microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas 
(figura 5) (Lozy & Karantza, 2012; Meijer & Codogno, 2004). De hecho, en 
determinadas condiciones, la endocitosis que se dirige a lisosomas (a la que 
se llama también heterofagia cuando se incluye dentro de las vías 
lisosomales de degradación intracelular de proteínas, ya que junto a 
material extracelular también puede degradar proteínas de la membrana 
celular) y la macroautofagia son las principales vías de degradación 
intracelular de proteínas que operan en la mayoría de las células eucariotas 
(Reggiori & Klionsky, 2002). 
 
1.3.2.1. Mecanismos lisosomales de degradación intracelular de 
proteínas 
 
MACROAUTOFAGIA 
La vía lisosomal de degradación intracelular de proteínas más conocida se 
ha denominado autofagia (clásica) o macroautofagia y es especialmente 
activa durante el ayuno. La macroautofagia se inicia con la formación de 
una estructura membranosa, el fagóforo, que se cierra para formar un 
autofagosoma limitado por dos o más membranas y que secuestra 
porciones más o menos grandes de citoplasma, incluyendo orgánulos 
enteros como mitocondrias o los propios lisosomas. Este paso inicial es el 
que se ha considerado como la principal diana en la regulación fisiológica 
de este proceso por factores nutricionales y hormonales (Klionsky, 2004; 
Meijer & Codogno, 2004). Una vez formado, el autofagosoma se fusiona con 
un endosoma secundario y/o con un lisosoma, formando un autolisosoma 
(que finalmente posee una sola membrana al degradarse la más interna por 
las enzimas lisosomales). En este orgánulo es donde ocurre a pH ácido la 
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completa digestión de los componentes (orgánulos y macromoléculas) 
secuestrados (Cuervo, 2004; Klionsky, 2005). 
 
Heterofagia/endocitosis
Microautofagia
Macroautofagia
Autofagia mediada 
por chaperonas
CITOSOL
MEMBRANA 
PLASMÁTICA
LISOSOMA
 
Figura 5. Principales mecanismos de proteólisis lisosomal. En la mayoría de células, las 
proteínas se incorporan a los lisosomas para su degradación principalmente mediante 
macroautofagia, heterofagia (endocitosis), microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. 
Ver texto para una explicación más detallada. 
Los autofagosomas y los autolisosomas se denominan también vacuolas 
autofágicas, ya que no siempre es fácil distinguirlos con criterios 
exclusivamente morfológicos. Se han identificado vacuolas autofágicas en la 
casi totalidad de los tipos celulares examinados, sobre todo en condiciones 
de ayuno. De hecho, como ya se ha dicho, los procesos macroautofágicos 
se consideran responsables de la mayoría de la degradación de las 
proteínas y de los componentes celulares que ocurre en esas condiciones 
(Fuertes et al., 2003b; Klionsky, 2004). Pero la macroautofagia también 
puede desempeñar un papel muy importante en muchos otros procesos, 
como durante el desarrollo, la supresión tumoral, la resistencia a los 
patógenos y en el envejecimiento al proteger a la célula frente al estrés 
oxidativo (Esteve et al., 2010; Esteve & Knecht, 2011; Gozuacik & Kimchi, 
2004; Levine & Klionsky, 2004; Nakagawa et al., 2004; Vellai et al., 2003). 
También se sabe que la macroautofagia está implicada de diversas formas 
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en numerosas enfermedades humanas, como cáncer, diabetes, 
cardiomiopatías, esteatosis hepática y trastornos neurodegenerativos, como 
la enfermedad de Alzheimer, la de Parkinson o la de Lafora (Czaja, 2011; 
Dong & Czaja, 2011; Ebato et al., 2008; Jung et al., 2008; Knecht et al., 
2010; Knecht et al., 2012; Qu et al., 2003; Tanaka et al., 2000; Yuan et al., 
2003), por citar tan solo algunos ejemplos. 
Puesto que a través de la macroautofagia se degradan lípidos, proteínas, 
ácidos nucleicos y glúcidos, cuando ocurren alteraciones en este proceso 
puede producirse la acumulación en la célula de algún tipo de 
macromolécula sin degradar. Por ejemplo, la deficiencia en N-
acetilglucosamino-1-fosfotransferasa produce la acumulación masiva de 
lípidos y mucopolisacáridos no digeridos en los lisosomas, lo que da lugar a 
las mucolipidosis II y III (Cury et al., 2013). Otro ejemplo más entre otros 
muchos lo proporciona la deficiencia en la proteína lisosomal LAMP-2, que 
da lugar a una miopatía, la enfermedad de Danon, en la que se produce la 
acumulación de glucógeno y productos de degradación citosólica en los 
lisosomas de los pacientes (Eskelinen et al., 2004; Knecht et al., 2009; 
Tanaka et al., 2000). 
La macroautofagia está muy conservada evolutivamente, desde levaduras 
hasta humanos (Cheng et al., 2004; Jung et al., 2010; Kanazawa et al., 
2003; Reggiori & Klionsky, 2002; Tokunaga et al., 2004). A causa de esto, 
muchos de los genes humanos implicados en las diferentes etapas de la 
macroautofagia (formación del autofagosoma, fusión con los lisosomas, etc.) 
tienen sus correspondientes homólogos en levaduras, donde se 
descubrieron y estudiaron inicialmente. Estos genes son los llamados ATG, 
de los que actualmente se conocen más de treinta (Boya et al., 2013; 
Klionsky, 2005). Clásicamente se ha considerado a la macroautofagia como 
una vía de degradación no selectiva aunque, en algunas situaciones, 
determinados orgánulos y componentes celulares son degradados 
selectivamente, probablemente por encontrarse en exceso, por estar 
dañados o por no ser ya necesarios (Cuervo, 2004). En este sentido, se han 
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descrito tipos selectivos de macroautofagia (como la pexofagia, la mitofagia, 
la ribofagia, etc.) que utilizan proteínas receptoras y adaptadoras para aislar 
de forma específica un material que será degradado (Lynch-Day & Klionsky, 
2010). 
 
CRINOFAGIA 
La crinofagia (Glaumann, 1989), como ya se ha mencionado, degrada 
proteínas de secreción cuando disminuye su demanda, mediante un 
proceso de fusión de las vesículas secretoras con endosomas tardíos y/o 
con lisosomas, en lugar de con la membrana plasmática, permitiendo a las 
células adaptarse así a las variaciones en los requerimientos metabólicos. 
Se trata de un tipo de autofagia no muy extendido. 
 
MICROAUTOFAGIA 
En la microautofagia (Kunz et al., 2004) se internalizan pequeñas porciones 
del citoplasma en el lumen lisosomal gracias a diferentes modificaciones 
(túbulos, vesículas, etc.) de la membrana de estos orgánulos, produciendo 
vesículas intralisosomales que, tras desintegrarse su membrana, permiten 
que el contenido de las mismas sea degradado por las proteasas 
lisosomales. No se conoce todavía si este proceso, que parece que actúa 
sobre todo en condiciones basales, es o no selectivo (Klionsky, 2004). 
 
AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS 
En la autofagia mediada por chaperonas (Agarraberes & Dice, 2001; 
Bejarano & Cuervo, 2010; Cuervo, 2011; Dice, 2007; Kiffin et al., 2004; 
Orenstein & Cuervo, 2010; Salvador et al., 2000) las proteínas atraviesan 
directamente la membrana lisosomal desde el citosol hasta el lumen del 
lisosoma. Esto ocurriría de la misma manera en que muchas proteínas 
pueden atravesar las membranas de otros orgánulos celulares 
(mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, retículo endoplásmico), tanto de 
forma cotraduccional como postraduccional, para alcanzar su localización 
intracelular adecuada. El transporte por esta vía de proteínas sustrato (que 
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contienen alguna secuencia análoga a la KFERQ) ocurre a través de la 
membrana lisosomal y requiere, al menos, ATP/Mg
2+
, el miembro de la 
familia de proteínas de choque térmico de 70 kDa (hsp70) que se expresa 
constitutivamente en el citosol (hsc70 o proteína de choque térmico 
constitutiva de 70 kDa), una variante de esa hsc70 que se encuentra en el 
interior del lisosoma y otras chaperonas en la membrana e incluso lumen de 
este orgánulo, así como también un receptor en la membrana del lisosoma 
(LAMP-2A). 
 
ENDOCITOSIS 
La heterofagia o endocitosis (Doherty & McMahon, 2009) es el nombre 
genérico con que se conoce un número variado de vías de internalización de 
moléculas extracelulares o de la membrana plasmática para su degradación 
en los lisosomas hasta sus monómeros constituyentes. Pero la endocitosis es 
mucho más que un conjunto de mecanismos para incorporar moléculas 
externas a la célula, ya que juega un papel clave en procesos tan dispares 
como la regulación de muchas cascadas de señalización intracelular, la 
mitosis, la presentación de antígenos y la migración celular, entre otros. 
Además, permite junto con la exocitosis, la transcitosis y el reciclaje, que la 
célula interaccione con su entorno, eliminando o reincorporando a la 
membrana los receptores que le permitirán responder a las señales derivadas 
de la unión de sus respectivos ligandos (Burgdorf & Kurts, 2008; Carvou et al., 
2007; Panicker et al., 2006). 
Clásicamente, se distinguían, aparte de la fagocitosis, dos vías generales 
principales en la entrada a la célula de este material extracelular: la 
endocitosis de fase fluida y la endocitosis mediada por receptor. Sin embargo, 
estos términos se han quedado obsoletos y en la literatura se suelen clasificar 
en dos vías principales: la endocitosis mediada por clatrina y la endocitosis 
independiente de esta proteína (Lundmark & Carlsson, 2010), cuyas vías 
principales son la fagocitosis, la macropinocitosis y la endocitosis mediada por 
caveolas (figura 6), aunque existen también otras menos conocidas como las 
dependientes de flotilina, de Arf6 y las que implican a túbulos generados por 
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CLIC/GEEC (Bohdanowicz & Grinstein, 2013). Aunque en varios tipos 
celulares, como fibroblastos, parece que ambas formas de endocitosis, 
mediada y no mediada por clatrina, son igual de importantes, su contribución 
relativa puede variar en la mayoría de células por adaptación a funciones 
específicas. 
B) Endocitosis
mediada por clatrina
A) Macropinocitosis C) Endocitosis
mediada por caveolas
Macropinosoma
Vesícula 
recubierta 
con clatrina
Endosoma
temprano
Endosoma
tardío
Retículo 
endoplásmico
Complejo 
de Golgi
Caveosoma
Vesícula 
caveolar
Lisosoma
Núcleo
 
Figura 6. Esquema general algunas vías endocíticas distintas a la fagocitosis. En la imagen 
se muestran tres de las principales vías, así como el tráfico vesicular implicado: la clásica 
endocitosis mediada por clatrina en el centro y dos vías independientes de clatrina 
(macropinocitosis y endocitosis mediada por caveolas, a los lados). Adaptado de Gerber et al., 
2013. 
En la endocitosis mediada por clatrina se forman en la membrana 
plasmática vesículas endocíticas recubiertas por esta proteína y también por 
adaptinas y otras proteínas. Esto da lugar a endosomas tempranos en los 
que, debido a la acción de una bomba de protones localizada en su 
membrana, se produce un descenso progresivo del pH endosomal. Esto 
implica un cambio de conformación de los receptores internalizados por esta 
vía que se disocian así del ligando (Ferreira et al., 2012). Muchos 
receptores, como el de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y el de la 
transferrina, se reciclan de vuelta a la superficie de la célula, mientras que 
los ligandos y el resto de proteínas de membrana plasmática pasan a formar 
parte de los llamados endosomas tardíos con un pH ácido aún más bajo. 
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Estos, finalmente, se fusionan con lisosomas primarios, que son aquellos 
que no han intervenido aún en procesos degradativos y que presentan toda 
su dotación enzimática, o lo hacen con lisosomas secundarios, que son 
lisosomas que además contienen ya sustratos que van a degradarse 
(Lundmark & Carlsson, 2010). 
Por otro lado, la endocitosis independiente de clatrina se ha dividido, como 
hemos mencionado ya, en una gran variedad de vías (Mayor & Pagano, 
2007). Una de ellas es la endocitosis mediada por caveolas. Las 
caveolas pueden considerarse un subconjunto de los lipid rafts, que son 
bastante abundantes en fibroblastos, adipocitos y células musculares y 
endoteliales, pero que, sin embargo, no se han observado, al menos 
claramente, en neuronas (Doherty & McMahon, 2009). Su principal 
característica es la presencia de la caveolina-1, una proteína de 
membrana necesaria para la biogénesis de las caveolas. Debido a esta 
proteína, las caveolas poseen su estructura característica en forma de 
botella, de unos 60-80 nm, y pueden internalizar moléculas que se unen a 
la superficie de las caveolas. Estas moléculas contenidas en las caveolas 
son transportadas hasta los caveosomas, que son endosomas que 
contienen caveolina-1 (Pelkmans & Helenius, 2002). Además de la 
caveolina-1, que está presente en la mayor parte de los tipos celulares, 
existen otras isoformas, como la caveolina-2, o la caveolina-3 que es 
específica de las células musculares (Doherty & McMahon, 2009). En las 
caveolas también se encuentran otras proteínas, como la cavina, que 
induce la curvatura de la membrana, o la dinamina, que, como en varios 
otros tipos de endocitosis, permite la escisión de las vesículas, así como 
otras proteínas que median la posterior fusión de la vesícula que se ha 
formado (como la proteína VAMP2 o la SNAP) (Nabi, 2009; Schnitzer et 
al., 1995). La endocitosis mediada por caveolas es relativamente lenta 
(comparada, por ejemplo, con la endocitosis mediada por clatrina) y es 
capaz de eludir a los lisosomas, por lo que ciertos patógenos, incluidos 
virus o incluso algunas bacterias, se aprovechan de ella para evitar ser 
degradadas (Carver & Schnitzer, 2003; Gilbert et al., 1999). Normalmente, 
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las moléculas que se internalizan a través de esta vía interaccionan con 
los glucoesfingolípidos que se encuentran en las caveolas, como GM-1 al 
que se une la toxina B del cólera o la globotriaosilceramida Gb3 a la que 
se une la toxina Shiga. Por eso, estas toxinas se han usado a veces como 
marcadores de esta vía endocítica (Doherty & McMahon, 2009), aunque 
debe tenerse en cuenta que también pueden ser internalizadas a través de 
otras endocitosis dependientes o no de clatrina. Además, las caveolas son 
capaces de internalizar una gran variedad de ligandos, incluidos lípidos, 
ácidos grasos y proteínas de membrana (Carver & Schnitzer, 2003). 
Otra forma de endocitosis de fase fluida independiente de clatrina es la 
macropinocitosis, un proceso que depende de actina y colesterol (Falcone 
et al., 2006; Grimmer et al., 2002). Esta vía endocítica constituye un caso 
especial de endocitosis independiente de clatrina, caveolas y dinamina 
(Grimmer et al., 2002; Mercer & Helenius, 2009). Se inicia mediante la 
activación transitoria de los receptores tirosina quinasa por parte de factores 
de crecimiento. La activación del receptor da lugar a una cascada de 
señalización que conduce a cambios en el citoesqueleto de actina y a la 
posterior formación de ondulaciones en la membrana celular, que 
sobresalen de la célula para envolver porciones del medio extracelular junto 
con los nutrientes que este contiene (Jones, 2007; Kerr & Teasdale, 2009; 
Mercer & Helenius, 2009). Durante la endocitosis del material capturado se 
forma una vacuola intracelular denominada macropinosoma (Swanson, 
2008), cuyo tamaño oscila entre las 0,5 y 10 micras. Asimismo, muchas 
partículas, como las bacterias, cuerpos apoptóticos, células necróticas o 
virus, pueden inducir la formación de estas ondulaciones en la membrana 
de una forma independiente de los factores de crecimiento e internalizarse 
mediante esta vía (Mercer & Helenius, 2009).  
Las quinasas Rac y Pak desempeñan un importante papel en la regulación 
de la macropinocitosis. Estas colocalizan en las ondulaciones de la 
membrana plasmática y de las vesículas. Además, la quinasa Pak tiene 
como sustrato a LIMPK, que a su vez, fosforila e inactiva a la cofilina, una 
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proteína implicada en la despolimerización de la actina, mediando así en la 
formación del macropinosoma. Aunque Pak juega un papel central en la 
macropinocitosis, también la promueven la actividad de otras quinasas, 
como PI3, Ras y Src (Dharmawardhane et al., 2000; Falcone et al., 2006) y 
de Arf6, una proteína perteneciente a la familia de factores de ribosilación 
de ADP (Haga et al., 2009). 
Otra vía de internalización de material en las células es la fagocitosis, que 
tiene lugar solamente en células fagocíticas especializadas en las que el 
material particulado y opsonizado puede ser captado e introducido en las 
células (Koval et al., 1998). Esta forma de endocitosis requiere una mayor 
superficie de membrana que la endocitosis mediada por clatrina o por 
caveolas, por lo que puede observarse fácilmente mediante microscopía de 
contraste de fases. Se han descrito diversas variaciones en el proceso de 
fagocitosis en distintas células. Así, el análisis morfológico ha revelado un 
proceso probablemente relacionado con la fagocitosis llamado entosis 
(Overholtzer et al., 2007) y que consiste en la entrada de una célula viva en 
el citoplasma de otra. 
Finalmente, además de las anteriores y de otras formas de endocitosis, se 
han aportado pruebas de endocitosis en compartimentos tubulares que se 
forman en células de mamífero (Olazabal et al., 2002). Así, estudios de 
microscopía electrónica han permitido visualizar esos intermediarios 
tubulares de la endocitosis que son responsables de la internalización de 
una gran variedad de ligandos. Se desconoce cómo se forman estas 
estructuras. 
 
1.3.2.2. Transporte de enzimas lisosomales y reciclaje de sus 
receptores 
El sistema endosomal también está implicado en la clasificación y 
transporte de las enzimas lisosomales hacia los lisosomas. En las células 
de mamíferos, las enzimas hidrolíticas se sintetizan en los ribosomas 
asociados a la membrana externa del retículo endoplásmico y, aparte de 
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otras modificaciones en su recorrido por el retículo endoplásmico y el 
complejo de Golgi, en la red cis de este último se une a la enzima 
lisosomal un grupo funcional de manosa-6-fosfato (Kornfeld, 1992). En 
estas células, la clasificación y el transporte de las hidrolasas a lisosomas 
está mediado por receptores que reconocen a la manosa-6-fosfato y que 
se denominan receptores de manosa-6-fosfato (MPR) (Arighi et al., 2004). 
Los MPR se encuentran sobre todo en la red trans del complejo de Golgi 
(TGN), aunque también pueden localizarse en la membrana plasmática. 
Existen dos MPR: el dependiente de cationes, de 46 kDa (CD-MPR) y el 
independiente de cationes, de 300 kDa (CI-MPR). Ambos receptores son 
proteínas transmembrana de tipo I, es decir que poseen el extremo N-
terminal en la porción extracelular, y comparten cierta homología de 
secuencia en sus respectivos dominios luminales (Robinson & Bonifacino, 
2001). Las MPR se distribuyen en el interior de las vesículas recubiertas 
de clatrina que se forman en la TGN y en la membrana plasmática 
(Hawkes & Kar, 2004). Esto permite que las hidrolasas lisosomales en 
tránsito por el complejo de Golgi o en el medio extracelular, adonde han 
podido escapar algunas de ellas por secreción constitutiva, se transporten 
hasta un compartimento endosomal en su camino hacia los lisosomas. 
Para mantener la eficiencia del transporte anterógrado de hidrolasas 
desde el complejo de Golgi al endosoma es crucial una recuperación del 
receptor desde los endosomas hasta la TGN, ya que errores en el reciclaje 
de los receptores conllevaría su destrucción en el lisosoma, lo que 
supondría un desperdicio energético importante (Cullen, 2008). Esa 
recuperación eficiente de los MPR desde los endosomas a la TGN, tras la 
liberación al endosoma de las hidrolasas lisosomales, lo lleva a cabo un 
complejo llamado retrómero. Aunque no ha habido un consenso total 
(Carlton et al., 2005), el retrómero de los mamíferos se supone formado 
por dos subcomplejos, uno dimérico llamado SNX (sorting nexin), formado 
por dos proteínas SNX (SNX1-SNX2 o SNX5-SNX6) y que regula la 
tubulación endosomal inicial (Cullen, 2008; Griffin et al., 2005; Rojas et al., 
2007; Wassmer et al., 2007) y otro formado por las proteínas Vps26, 
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Vps29 y Vps35 (vacuolar protein sorting-associated) y encargado del 
reconocimiento de los MPR (Rojas et al., 2007; Rojas et al., 2008; 
Utskarpen et al., 2007; Vergés, 2007; Vergés, 2008). Aunque el retrómero 
puede transportar otras proteínas, el transporte mejor caracterizado es el 
del CI-MPR (Arighi et al., 2004; Seaman, 2004).  
 
1.4. Regulación de la degradación intracelular de proteínas 
Tanto el tráfico de enzimas lisosomales como el reciclaje de receptores, 
los procesos de endocitosis y la degradación de proteínas por parte de las 
diferentes vías son procesos de vital importancia para la supervivencia 
celular y, por ello, se encuentran altamente regulados. En lo referente a la 
degradación intracelular de proteínas, el aspecto que probablemente 
destaca más es que no todas las proteínas se degradan con la misma 
velocidad, sino que existen notables diferencias entre ellas. 
Habitualmente, estas se expresan en términos de «vida media» de las 
proteínas, o tiempo requerido para degradar la mitad de las moléculas de 
una proteína presentes en la célula en un momento determinado. Puesto 
que las vidas medias de las diferentes proteínas de una misma célula 
pueden variar entre unos pocos minutos hasta algunas semanas, es 
evidente que la célula debe disponer de mecanismos que le permitan 
discriminar, en una situación determinada, qué proteínas deben 
degradarse y cuáles no y en estos mecanismos jugarían un importante 
papel señales a nivel de la proteína sustrato que se va a degradar: 
secuencias en la estructura primaria como la KFERQ, modificaciones 
covalentes como fosforilaciones y ubicuitinaciones, etc. Pero, además, la 
vida media de una proteína no es una propiedad intrínseca de ella sino 
que varía también con las condiciones ambientales en las que se 
encuentra la célula. Por ejemplo, la privación de suero o de nutrientes a un 
cultivo celular reduce considerablemente la vida media de casi todas las 
proteínas celulares. Por lo tanto, la actividad de los diferentes mecanismos 
proteolíticos debe estar también regulada, siendo una de las 
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características más importantes de la degradación intracelular de 
proteínas. Esta característica afecta sobre todo a la macroautofagia. 
Los reguladores más conocidos de las vías degradativas son los hormonales 
(insulina, glucagón) y los nutricionales (aminoácidos) (Kadowaki & Kanazawa, 
2003; Kanazawa et al., 2003). Los primeros indicios de su papel regulador se 
obtuvieron hace tiempo ya, sobre todo a partir de estudios de la actividad 
macroautofágica hepática (Grinde & Seglen, 1981; Miotto et al., 1994; 
Mortimore & Pösö, 1984; Seglen & Gordon, 1984) en los que se demostró que 
la insulina y los aminoácidos inhiben la degradación de proteínas y el 
glucagón la incrementa. Más recientemente, también se han realizado 
numerosos estudios en los que se demuestra que la insulina y los 
aminoácidos inhiben la vía macroautofágica de degradación intracelular de 
proteínas en células musculares (Kadowaki & Kanazawa, 2003; Kanazawa et 
al., 2003). Sin embargo, esta información es todavía muy fragmentaria para 
otras células y para otros reguladores, a pesar de su enorme importancia en 
fisiología y patología.  
Como respuesta a la carencia de aminoácidos, como ocurre en el ayuno, 
se activa, en diversas células, la vía macroautofágica para producir los 
aminoácidos necesarios para sintetizar proteínas esenciales para la 
supervivencia de la célula y, también, para producir energía a través de la 
gluconeogénesis. Además, puesto que los aminoácidos son también 
productos de la macroautofagia, no sorprende que ellos mismos sean 
inhibidores de este proceso (Esteban et al 2007; Fuertes et al., 2003b; 
Jousse et al., 2004; Klionsky, 2005; Proud , 2004; Yoshizawa, 2004). 
En mamíferos, las vías de señalización a las que se les ha atribuido un 
papel central en la regulación por insulina y aminoácidos de la 
macroautofagia implican principalmente al sensor nutricional mTOR 
(proteína quinasa diana de rapamicina, a través de la vía PI3K-AKT) y al 
sensor energético AMPK (proteína quinasa activada por AMP) y, de forma 
más secundaria, a diversas quinasas como las MAPK (proteína quinasas 
activadas por mitógenos), ERK1/2 (proteína MAP quinasa 1/2 regulada por 
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señales extracelulares), p38 y JNK (quinasas N-terminales c-Jun) (Casas-
Terradellas et al., 2008; Cheng et al., 2008; Sui et al., 2014). El papel 
central en la regulación de la degradación intracelular de proteínas 
(Beugnet et al., 2003; Cheng et al., 2004; Kanazawa et al., 2003; Proud, 
2002; Tokunaga et al., 2004; Tremblay & Marette, 2001) a través de todas 
estas vías de señalización y, en concreto, de la macroautofagia, lo 
desempeña sobre todo mTOR (Chen & Fang, 2002; Fisher et al., 2005; 
Gual et al., 2005; Kahn et al., 2005; Katsanakis & Pillary, 2005; Nobukuni 
et al., 2005; Yasukawa et al., 2005). Esta quinasa se activa en presencia 
de factores de crecimiento y de altos niveles de aminoácidos o de insulina 
e inhibe la macroautofagia.  
Aunque existen vías de regulación de la degradación intracelular de 
proteínas que, aparentemente, son independientes de mTOR (Moruno et al., 
2012), las vías dependientes de PI3K/AKT, de AMPK y de las MAPK pasan 
mayoritariamente a través del complejo mTORC1. Por ejemplo, la activación 
de mTORC1 en presencia de insulina se produce a través de la quinasa 
PI3K de clase I, que fosforila (activa) a AKT y que, a través de una serie de 
pasos produce la activación de mTORC1 (Sancak et al., 2010). Esta 
activación tiene dos efectos diferentes. Por un lado, fosforila algunos de los 
principales efectores implicados en la iniciación de la síntesis de proteínas, 
como la proteína quinasa p70 S6K (con la proteína ribosomal S6 como 
sustrato, cuya fosforilación induce la síntesis de proteínas en el ribosoma), y 
el supresor del inicio de traducción eucariótico 4E-BP1 (proteína de unión a 
4E) (Holz & Blenis, 2005). Por otro lado, la activación de mTOR inhibe la 
macroautofagia a través de la fosforilación de un determinado residuo 
(S757) de Ulk en mamíferos (Atg13 en levaduras) al impedir la unión de 
AMPK. Ulk forma parte de un complejo de iniciación de la nucleación de la 
membrana del autofagosoma que finalmente permitirá el secuestro de la 
porción del citoplasma para ser degradado. Durante este proceso de 
nucleación y formación, se lipida la proteína LC3-I con la unión de una 
fosfatidiletanolamina (Taherbhoy et al., 2011), para formar la proteína LC3-II 
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ampliamente utilizada como marcador de la macroautofagia, al tratarse de la 
proteína conocida más específica de estas estructuras (Kimura et al., 2008). 
Investigaciones realizadas en fibroblastos humanos en nuestro laboratorio 
parecen indicar que tanto los aminoácidos como la insulina inhiben la 
degradación de proteínas por vías diferentes, ya que sus efectos son 
aditivos (Esteban et al., 2007). De esta manera, las diferentes vías de 
señalización de esas señales no se solaparían, sino que convergerían a 
nivel de mTOR o bien serían independientes de esta quinasa como ocurre 
en el caso de la privación de glucosa (Moruno et al., 2012). En fibroblastos 
humanos existen además otras diferencias respecto a otros tipos celulares 
en cuanto al efecto regulador de los aminoácidos en la degradación 
intracelular de proteínas. Por ejemplo, en hígado de rata la leucina, 
glutamina, tirosina, fenilalanina, prolina, metionina, triptófano e histidina 
tienen un papel regulador. Sin embargo, en fibroblastos humanos la arginina 
y, posiblemente, la cisteína son reguladores, mientras que la leucina, 
glutamina, prolina y la histidina no lo son o lo son muy débilmente. Es de 
destacar aquí, sobre todo, la ausencia de inhibición de la degradación 
intracelular de proteínas en fibroblastos por parte de la leucina, puesto que 
este aminoácido la inhibe tanto en hígado como en músculo esquelético y 
adipocitos y está considerado como la principal señal de la disponibilidad 
celular de aminoácidos en el organismo (Mortimore & Pösö, 1984; Seglen & 
Gordon, 1984). Por tanto, la regulación de la proteólisis es un proceso 
complejo que puede variar dependiendo del tipo celular, lo que hace que 
esté aún lejos de poder comprenderse en su totalidad (Tesseraud et al., 
2007). Esto supone que la contribución a la proteólisis celular de los 
diferentes sistemas de degradación de proteínas varíe según el tipo celular 
y las condiciones ambientales en las que se encuentran las células. Los 
resultados obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que tanto la 
macroautofagia como los proteasomas son las vías más importantes de 
degradación intracelular de proteínas en fibroblastos humanos (Fuertes et 
al., 2003b). Además, las dos pueden ser reguladas tanto por factores 
hormonales (por ejemplo, la insulina que hemos utilizado aquí) como por 
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factores nutricionales (por ejemplo, los aminoácidos que también hemos 
utilizado en este trabajo), aunque es la macroautofagia la principal vía sujeta 
a esa regulación (Fuertes et al., 2003b). 
La acumulación progresiva de material sin degradar que se observa en el 
interior de los lisosomas de pacientes de las diferentes enfermedades de 
almacenamiento lisosomal y, en este caso, de lipofuscinosis ceroidea 
neuronal, indica que el funcionamiento y probablemente también la 
regulación, de los sistemas degradativos de estas células está alterado. 
Lógicamente, esta alteración debe afectar con mayor probabilidad a los 
lisosomas. En esta línea, Settembre y cols. demostraron cómo la 
inhibición de la formación de autofagosomas con 3-metiladenina (3-MA) 
en fibroblastos humanos en cultivo provoca la acumulación de material 
de tipo lipofuscina (Settembre et al., 2008), lo que indica que algunos 
componentes de los autofagosomas corriente arriba del propio proceso 
degradativo son necesarios para la correcta degradación lisosomal. 
Por lo que se refiere a las dos variantes de lipofuscinosis ceroidea neuronal, 
LINCL y JNCL, estudiadas en este trabajo, ambas comparten la 
acumulación en el interior de los lisosomas de moléculas sin degradar, 
sobre todo de la subunidad c de la ATP-sintasa mitocondrial. Sin embargo, 
estas dos variantes se diferencian en la edad de aparición y en la esperanza 
de vida de los pacientes. Por ello, en el presente trabajo hemos analizado 
en fibroblastos humanos de pacientes con mutaciones en CLN2 y CLN3 
posibles alteraciones en los procesos en los que intervienen los lisosomas 
(autofagia y endocitosis) y que pudieran explicar las similitudes y las 
diferencias que se observan en los pacientes de LINCL y JNCL. 
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1.5. Planteamiento de objetivos 
El objetivo general de nuestro laboratorio es, por un lado, investigar los 
mecanismos y la regulación de las principales vías de degradación 
intracelular de proteínas y, por otro, determinar la relevancia de alteraciones 
en estos procesos en la patogenia de enfermedades raras. 
En este trabajo hemos estudiado, en relación con la segunda parte de ese 
objetivo, las lipofuscinosis ceroideas neuronales y, en concreto, sus dos 
variantes más frecuentes, la infantil tardía (LINCL) y la juvenil (JNCL). En 
ambas se acumula material sin degradar en el interior de los lisosomas y 
presentan fenotipos clínicos muy similares, aunque los genes afectados son 
diferentes y el momento de aparición de los síntomas de la enfermedad es 
también distinto. 
Por eso, en esta tesis doctoral hemos planteado analizar, de manera 
comparativa y empleando fibroblastos de pacientes con lipofuscinosis 
ceroideas neuronales infantil tardía y juvenil, las similitudes y las 
diferencias de posibles alteraciones en el funcionamiento normal de 
los lisosomas, estudiando concretamente: 
 
1. Los sistemas de degradación intracelular de proteínas, 
especialmente la macroautofagia. 
 
2. Las vías de señalización que regulan la macroautofagia. 
 
3. El tráfico vesicular, tanto en las principales vías endocíticas como 
en el transporte de enzimas lisosomales. 
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2. METODOLOGÍA 
 
2.1. Material 
2.1.1. Aparatos 
Las medidas espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotómetro 
UV-Visible Heλios de Unicam Ltd. (Cambridge, Reino Unido) y las 
fluorimétricas y luminométricas con un espectrómetro M5/SpectraMax de 
Molecular Devices (Sunnyvale, CA, EE. UU.). Los experimentos de 
citometría de flujo se realizaron con el citómetro FACSCalibur de BD 
Biosciences (Nueva Jersey, EE. UU.). Para la observación de células por 
fluorescencia se utilizó el microscopio modelo Observer Z1 (acoplado a una 
cámara fotográfica para la toma de imágenes AxioCam MRm y a un sistema 
de seccionamiento óptico ApoTome, todos de Carl Zeiss). Las imágenes de 
microscopía confocal se tomaron mediante un microcopio confocal Leica 
TCS-SP2-AOBS (Leica Cambridge Ltd., Cambridge, Reino Unido). 
Las muestras de microscopía electrónica se seccionaron en un 
ultramicrotomo LKB 4801 A de LKB-Microtomy Systems (Leica Cambridge 
Ltd.) y se observaron con un microscopio electrónico de transmisión CM-10 
de Philips (Eindhoven, Holanda). 
La campana de flujo laminar para trabajar en esterilidad con los cultivos 
celulares es de Telstar Bio II A (Tarrassa, España). La estufa de CO2 para el 
mantenimiento de los cultivos celulares es el modelo TC2323 de Shel Lab 
(Sheldon Manufacturing Inc., Cornelius, OR, EE. UU.). 
Otros equipos (microscopios, estufas, baños, neveras, congeladores, 
agitadores, centrífugas de mesa, balanzas, equipos de electroforesis y de 
transferencia, pH-metros, etc.) fueron los habituales en un laboratorio de 
biología celular y molecular. 
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2.1.2. Líneas celulares 
Se utilizaron los siguientes fibroblastos de la colección de células Coriell 
(Coriell Institute for Medical Research, Camdem, NJ, EE. UU.): GM03349 
(un varón control de 10 años de edad), GM03348 (un varón control de 
10 años de edad), GM01582 (una mujer control de 12 años de edad), 
GM09404 (una mujer de 11 años de edad, paciente de la variante infantil 
tardía de lipofuscinosis ceroidea neuronal, y con una mutación I287N en el 
gen CLN2) y GM16486 (un varón de edad desconocida, paciente con la 
variante infantil tardía de lipofuscinosis ceroidea neuronal, y con dos 
mutaciones en el gen CLN2, una de cambio de sentido R127Q en el exón 4 
de un alelo y el otro alelo con un defecto de splicing IVS5-1G>C). Además, 
los fibroblastos se obtuvieron a partir de explantes de piel (ver apartado 
2.1.1) de dos pacientes españoles: MPA (un varón de 5 años de edad de la 
variante infantil tardía de lipofuscinosis ceroidea neuronal, con una mutación 
S475L en el gen CLN2) y MPL (un varón de 13 años de edad de la variante 
juvenil de lipofuscinosis ceroidea neuronal, con la mutación más prevalente 
en JNCL, una deleción de 1,02 kb en el gen CLN3). Se utilizaron linfoblastos 
humanos control (GM0131B, procedentes de una donante de 23 años de 
edad) y de pacientes con la deleción de 1,02 kb en CLN3 (GM08794 y 
GM08820, procedentes de un hombre de 26 años de edad y de una mujer 
de 14 años de edad, respectivamente), todos ellos procedentes también de 
la colección de células Coriell. 
 
2.1.3. Material químico y bioquímico 
2.1.3.1. Anticuerpos 
Los anticuerpos específicos de EGFR (T-845), de Akt (T-308 o S-463), de 
las MAPK p38α (T-180/Y-182) y ERK1/2 (T-202/Y-204), de p70 S6K (T-389) 
y de 4E-BP1 (T-37/46) para sus formas fosforiladas y no fosforiladas, se 
adquirieron de Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, EE. UU.). Los
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 anticuerpos específicos frente a la transferrina, CI-MPR, TGN38 y LAMP1 
(clon 14DB) utilizados en inmunocitoquímica, se compraron en Abcam 
(Cambridge, Reino Unido). El anticuerpo anti-LC3B (clon 5F10) procedía de 
Nanotools (Teningen, Alemania); el anticuerpo FK2 contra proteínas mono y 
poliubicuitinadas se obtuvo de Biomol International Lp (Exeter, Reino 
Unido), los anticuerpos anti-catalasa, anti-tubulina, anti-β-actina. Los 
anticuerpos secundarios marcados con la peroxidasa de rábano picante 
(HRP) se adquirieron en Sigma Chemical Co. (Missouri, EE. UU) y la IgG 
(H+L) de cabra anti-IgG de conejo unida a Alexa Fluor® 488 (AF488) se 
adquirió de Life Technologies (Waltham, EE. UU.). El anticuerpo frente a CI-
MPR utilizado en los experimentos de Western-blot fue un obsequio del Dr. 
B. Hoflack (Technische Universität Dresden, Dresden, Alemania) y los 
anticuerpos frente a las subunidades del retrómero (Haft et al., 2000), 
cortesía de los Dres. C. R. Haft y J. Bonifacino (investigadores del NIH, 
Bethesda, EE. UU.). 
 
2.1.3.2. Material para electroforesis 
Para preparar los geles de poliacrilamida se utilizó acrilamida-bisacrilamida 
en proporción 29:1, N,N,N’,N’-tetrametiletilenamina (TEMED) y persulfato 
amónico, todo ello de Bio-Rad Laboratories (Richmond, EE. UU.). Los 
marcadores de peso molecular de proteínas que se utilizaron fueron: 
BenchMark
TM
 pre-stained protein ladder de Life Technologies y Full-Range 
Rainbow Molecular Weight Markers de Amersham Biosciences 
(Buckinghamshire, Reino Unido). 
 
2.1.3.3. Medios utilizados para cultivos de células animales 
El medio mínimo esencial MEM-4655, el medio RPMI 1640, la tripsina/EDTA 
(mezcla de tripsina al 0,04 % y de EDTA al 0,02 %), el dimetilsulfóxido 
(DMSO) y la insulina humana procedían de Sigma Chemical Co. Los 
aminoácidos esenciales MEM 50x, los aminoácidos no esenciales MEM 
100x, la penicilina (10.000 U/ml), la estreptomicina (10.000 µg/ml), las 
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vitaminas MEM 100x y el suero bovino fetal (FBS) se adquirieron de Life 
Technologies. El agua bidestilada estéril era de Laboratorios Braun 
(Barcelona, España). El azul de tripán era de Flow Laboratories (Irvine, 
Reino Unido). Los filtros (0,2 µm) utilizados en la esterilización de 
soluciones eran de Schleicher y Schuell (Keene, NH, EE. UU.). El material 
de plástico utilizado para el mantenimiento y cultivo de las células eucariotas 
era de Corning-Costar Corporation (Badhoevedorp, Holanda). 
 
2.1.3.4. Inhibidores 
La leupeptina, el MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-aldehído) y la lactacistina 
procedían de Peptide Institute Inc. (Osaka, Japón). El fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF), la 3-metiladenina (3-MA), el cloruro de amonio 
(NH4Cl), la pepstatina A, el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), la 
cicloheximida (CHX), la bafilomicina A1, el fluoruro sódico (NaF), el 
ortovanadato sódico (Na3VO4) y el pirofosfato sódico (Na4P2O7) procedían 
de Sigma Chemical Co. 
 
2.1.3.5. Material para microscopía electrónica 
Como fijadores se emplearon glutaraldehído al 25 % y paraformaldehído 
(PFA) al 20 %, ambos de Tousimis (Rockville, MD, EE. UU.) y el tetróxido de 
osmio (2 %) de Polysciences (Warrington, PA, EE. UU.). En la tinción de las 
muestras se empleó acetato de uranilo, de Merck & Co. (Darmstadt, 
Alemania) y citrato de plomo (preparado a partir de acetato trisódico 
120 mM y nitrato de plomo 78 mM, como se describe en Reynolds, 1963). 
La resina empleada para incluir fue Epon-812 de Agar Scientific Ltd. 
(Stansted, Essex, Reino Unido). Las rejillas de cobre de 200 mallas eran de 
EMscope Laboratories Ltd. (Ashford, Reino Unido). 
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2.1.3.6. Kits comerciales 
Para la cuantificación de la concentración de proteínas, se empleó el BCA 
Protein Assay Kit de Pierce-Thermo Fisher Scientific (Rockford, EE. UU.). 
Para medir la actividad de los proteasomas de los fibroblastos en placas de 
cultivo de 96 pocillos se utilizó el kit de luminiscencia Proteasome-Glo Cell-
Based Assay de Promega (Madison, EE. UU.). El kit de luminiscencia para 
el revelado por Western-blot, Lumi-Light Western Blotting Substrate, se 
adquirió de Roche (Basilea, Suiza). 
 
2.1.3.7. Otros materiales 
La EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin (NHS-SS-Biotina) y la resina NeutrAvidin 
Agarosa se adquirieron de Thermo Fisher Scientific. La ribonucleasa A, la 
nigericina, la monensina, la estreptavidina, el L-glutatión (reducido), la 
AAPCMK (Ala-Ala-fenil-clorometilcetona), el Purpald (4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol), el isotiocianato de fluoresceína unido a dextrano de 
40 kDa (FITC-dextrano), el CCCP (cianuro de carbonilo m-clorofenil 
hidrazona), la monodansilcadaverina (MDC), el Nonidet P-40, el 
desoxicolato sódico, el PFA, el MES y el Tritón X-100 se obtuvieron de 
Sigma Chemical Co. La valina tritiada se adquirió de Hartmann Analytic 
GmbH (Braunschweig, Alemania). El reactivo de transfección de células 
aucariotas X-tremeGENE 9, las membranas de PVDF (fluoruro de 
polivilideno) se obtuvieron de Roche. El reactivo FluorSave procedía de 
Calbiochem (Barcelona, España) y un sustrato específico para la enzima 
TTP1, la AAF-AMC (Ala-Ala-fenil-7amino-4-metilcumarina), se obtuvo de 
Bachem Bioscience (Bubendorf, Suiza). El factor de crecimiento epidérmico 
(EGF) y el EGF recombinante (PHG0311) humanos, el TMRM (metil éster 
de tetrametilrodamina), el EGF unido al fluoróforo AF488 (AF488-EGF), la 
dihidrorrodamina 123 (DHR-123), la hidroetidina (HE) y el yoduro de 
propidio (IP) se adquirieron de Life Technologies. 
Otros reactivos, como el peróxido de hidrógeno (H2O2), la albúmina de suero 
bovino (BSA), el ácido tricloroacético, el cloroacetato, etc., fueron de la mejor 
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calidad analítica disponible y procedían de Merck & Co., Roche, Panreac 
Química S.A. (Barcelona, España) y Riedel-de Häen (Seelze, Alemania). 
El vector de expresión de pEGFP-LC3 fue cedido por el Dr. N. Mizushima 
(investigador en The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Sciences, 
Tokyo, Japón). 
 
2.2. Métodos 
2.2.1. Cultivo de células animales 
2.2.1.1. Obtención de fibroblastos a partir de un explante de piel 
procedente de un donante 
A partir de una biopsia de piel procedente de un varón diagnosticado 
clínicamente como enfermo de JNCL, obtenida en el hospital La Fe de 
Valencia se prepararon fibroblastos humanos siguiendo la normativa vigente 
sobre el manejo de muestras clínicas. Trabajando en esterilidad, el explante 
se pasó a un tubo donde se lavó 4 veces a temperatura ambiente con 20 ml 
de medio MEM que contenía los siguientes antibióticos: 200 U/ml de 
penicilina, 200 µg/ml de estreptomicina y 50 µg/ml de gentamicina. 
Posteriormente, el explante se pasó a una placa Petri de vidrio estéril y se 
troceó con la ayuda de dos bisturís, evitando su deshidratación. Después, 
los trozos se pasaron a un tubo estéril y se lavaron de nuevo, 3 veces, con 
10 ml del mismo medio. Una vez lavados, se colocaron en una placa de 
cultivo de 21 cm
2
. Tras retirar todo el medio, se añadió sobre cada uno de 
los trozos una gota de FBS sin inactivar. La placa se mantuvo unos 10 min 
en la campana de flujo laminar a temperatura ambiente para facilitar la 
adhesión de los fragmentos a la superficie de la placa. Una vez adherido el 
tejido, se añadió con cuidado 1 ml de medio MEM completo (idéntico al 
descrito anteriormente) con 15 % de FBS sin inactivar y se incubó a 37 ºC 
en la estufa con un 5 % (v/v) de CO2/aire. 
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Al día siguiente, se añadió medio de cultivo fresco completo con suero y, 
tras unos días, se detectó el crecimiento de células epiteliales. Cada día se 
lavaban las células y se añadía medio fresco completo con suero. Tras unos 
15 días de cultivo, ya se observó la migración de fibroblastos desde los 
explantes. Tras 4 semanas en cultivo, los fibroblastos se encontraban 
semiconfluentes en la placa. En ese momento se despegaron las células 
con tripsina/EDTA y se pasaron a un nuevo frasco de cultivo. A partir de 
entonces, los fibroblastos se cultivaron en las mismas condiciones que los 
otros fibroblastos utilizados en este trabajo (ver siguiente apartado). 
 
2.2.1.2. Condiciones de cultivo de los fibroblastos 
Con el fin de conservar un stock de células, se congelaron alícuotas de los 
cultivos por métodos estándar en una solución de DMSO al 10 % en FBS, 
utilizando un recipiente de congelación Nalgene (Nalge Company, 
Rochester, NY, EE. UU.). 
Las células se cultivaron a 37 ºC en una atmósfera con un 80 % de 
humedad relativa y un 5 % (v/v) de CO2/aire, utilizando el medio mínimo 
esencial (MEM, Minimum Essential Medium) con sales de Eagle y 
suplementado con L-glutamina 2 mM, aminoácidos esenciales MEM 1x, 
aminoácidos no esenciales MEM 1x, vitaminas MEM 1x, penicilina 
(100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) y 15 % de FBS sin inactivar. A este 
medio lo llamaremos a partir de ahora medio de cultivo de fibroblastos. 
Estos cultivos se mantenían, cambiando el medio cada tres días, hasta que 
alcanzaban la densidad deseada para cada experimento, calculada en base 
a curvas de crecimiento realizadas previamente en el laboratorio y 
verificadas experimentalmente cada vez. Para determinar la densidad y 
viabilidad celulares se utilizaban, respectivamente, un hemocitómetro Bürker 
y la prueba de exclusión del azul tripán (Flow Laboratories, McLean, 
Virginia, EE. UU.). Todos los experimentos se realizaron en los pases 10 al 
14 para evitar los efectos del envejecimiento de las células del cultivo. 
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Para las condiciones de alta proteólisis (ayuno) se utilizó el medio Krebs-
Henseleit (KH: NaCl 118,4 mM, KCl 4,75 mM, KH2PO4 1,19 mM, MgSO4 
2,54 mM, CaCl2•2H2O 2,44 mM, NaHCO3 28,6 mM y glucosa 10 mM, con 
Hepes 10 mM, pH 7,4) (Fuertes et al., 2003b). Para las condiciones de baja 
proteólisis se utilizó el medio de cultivo de fibroblastos o el medio KH 
suplementado con 0,1 mM de insulina y aminoácidos esenciales al doble de 
la concentración presente en el medio de cultivo de fibroblastos (Fuertes et 
al., 2003a y b). 
 
2.2.1.3. Condiciones de cultivo de los linfoblastos 
Puesto que los linfoblastos son un tipo celular que crece en suspensión, los 
cultivos se expandían mediante simple dilución con medio fresco a razón de 
1:4 o 1:5 cuando se encontraban en fase estacionaria. Para su crecimiento, 
el medio utilizado fue RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) 
suplementado con un 15 % de FBS inactivado (la inactivación del suero se 
produce al calentarlo durante 30 min a 56 ºC) y antibióticos (100 U/ml de 
penicilina y 100 µg de estreptomicina/ml, concentración final). La densidad 
del cultivo se mantuvo entre 200.000 y 1.000.000 de células viables/ml. La 
situación de 1.000.000 células/ml se consideró equivalente a una fase de 
detención del crecimiento, ya que si se mantenía el cultivo más tiempo a 
esta densidad, disminuía su viabilidad. 
 
2.2.2. Morfología lisosomal mediante microscopía electrónica convencional 
La microscopía electrónica se llevó a cabo tal como se indica en Knecht et 
al., 1984. Brevemente, las muestras se sedimentaron por centrifugación a 
100 g durante 10 min y se fijaron por inmersión, durante 2 h a 4 ºC, en 
solución de fijación A (glutaraldehído al 2,5 % y PFA al 2 % en tampón 
cacodilato sódico 0,1 M, sacarosa 0,1 M, MgCl2 0,1 % y CaCl2 0,05 %, 
pH 7,3). A continuación, se lavaron durante 12 h a 4 ºC en la misma 
solución A sin los fijadores. Se realizó una nueva fijación en solución de 
fijación B (tetróxido de osmio al 1 % en tampón veronal-acetato 0,1 M, con 
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sacarosa 0,1 M a pH 7,3), durante 45 min a 4 ºC en oscuridad y un lavado 
de 30 min en la solución de Ringer (NaCl 150 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM). 
La deshidratación de las muestras ya fijadas se realizó a 4 ºC con una serie 
de mezclas de acetona/agua a concentraciones crecientes de acetona 
(50 %, 70 %, 95 % y 100 %), durante 15 min en cada una. La acetona del 
70 % llevaba además acetato de uranilo al 0,5 % (p/v) y ácido fosfotúngstico 
al 1 % (p/v). Tras la infiltración en mezclas Epon-812:acetona e inclusión en 
Epon-812, preparado según las instrucciones del fabricante, las piezas se 
seccionaron en un ultramicrotomo LKB 4801 A de LKB-Microtomy Systems 
(Leica Cambridge Ltd.) y las secciones ultrafinas se montaron sobre rejillas 
de cobre de EMscope Laboratories Ltd. Después de un contraste adicional 
con citrato de plomo (preparado a partir de citrato trisódico 120 mM y nitrato 
de plomo 78 mM, como se describe en Reynolds, 1963, las muestras se 
observaron en un microscopio electrónico CM-10 de Philips. 
 
2.2.3. Determinación de la actividad de TPP1 
Las células en crecimiento exponencial se homogeneizaron con Tritón X-
100 al 0,1 % (v/v) en tampón de acetato sódico 50 mM pH 4,0, que contenía 
inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina 100 µM, pepstatina A 
1 µM) y EDTA 5 mM. Los lisados se centrifugaron a 12.000 g durante 
25 min a 4 ºC. Las proteínas de los sobrenadantes se midieron mediante el 
método de Lowry-deoxicolato (Martín de Llano et al., 2000), y se utilizaron 
10 µg de proteínas por ensayo. Se utilizó AAF-AMC a una concentración 
100 µM como sustrato de TPP1, en 100 µl de Tritón X-100 al 0,1 % (v/v) en 
tampón acetato sódico 0,1 M, pH 4,0. La reacción se detuvo con 50 µl de 
cloroacetato sódico 100 mM y acetato sódico 20 mM. La actividad de TPP1 
se calculó por diferencia entra la fluorescencia obtenida en ausencia y en 
presencia de AAPCMK 1 µM, un inhibidor específico de TPP1. La 
fluorescencia se midió en un lector de placas M5/SpectraMax de Molecular 
Devices y los resultados se normalizaron para el contenido de proteínas del 
ensayo. Para las medidas del efecto del pH sobre la actividad de la enzima 
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TPP1, se prepararon diferentes tampones con acetato sódico o MES con 
valores de pH entre 3,0 y 6,5. 
 
2.2.4. Medición de la degradación intracelular de proteínas 
Los experimentos se realizaron tal y como está descrito en Fuertes et al., 
2003a y b. Brevemente, las proteínas de vida media corta o larga se 
marcaron con 5 µCi/ml de [
3
H] valina durante 15 min o 24 h, 
respectivamente. A continuación, los fibroblastos se lavaron tres veces con 
medio de cultivo de fibroblastos que contenía L-valina 10 mM. Se analizó la 
liberación neta al medio de cultivo de radioactividad soluble en ácido 
tricloroacético al 5 %, procedente de las células marcadas, para los tiempos 
y condiciones de cultivo indicadas. La toma de muestras empezaba o bien 
inmediatamente tras los lavados mencionados arriba (para las proteínas de 
vida media corta), o bien después de una caza de 24 h en medio de cultivo 
de fibroblastos que contenía L-valina 10 mM (para las proteínas de vida 
media larga) con el fin de degradar previamente las proteínas de vida media 
corta. La degradación de proteínas se expresó como porcentaje de la 
proteína inicial que se degrada por hora y las velocidades de degradación 
se calcularon a partir de la recta resultante de la regresión de mínimos 
cuadrados de la caída de radioactividad durante el tiempo de caza en 
representaciones semilogarítmicas. La contribución de las diversas vías 
proteolíticas se calculó utilizando NH4Cl 20 mM y leupeptina 0,1 mM (para 
inhibir la degradación por el conjunto de las vías lisosomales: 
macroautofagia, microautofagia, autofagia mediada por chaperonas, etc., 
ver Knecht et al., 2009), 3-metiladenina 10 mM (para inhibir solo la 
macroautofagia) y lactacistina 10 µM (para inhibir los proteasomas). 
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2.2.5. Cuantificación de la autofagia 
2.2.5.1. Western-blot de LC3 
Los cultivos de fibroblastos se crecieron hasta confluencia y se incubaron en 
condiciones de alta y baja proteólisis (ver apartado 1.2), con y sin 
inhibidores de los lisosomas. Como inhibidores lisosomales se usaron 
bafilomicina A1 500 nM o NH4Cl más leupeptina (20 mM y 0,1 mM, 
respectivamente) durante 1 h con resultados similares (Esteve et al., 2010). 
Las células se recogieron y homogeneizaron con tampón RIPA (NaCl 
150 mM, Nonidet P-40 1 % (v/v), deoxicolato sódico 0,5 %, SDS 0,1 %, Tris 
50 mM, pH 8,0) al que se añadió leupeptina 0,1 mM y PMSF 1 mM. Los 
extractos crudos se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC y los 
sobrenadantes se recogieron para los experimentos de Western-blot. Las 
proteínas (75 µg) de los diferentes lisados se separaron utilizando geles 
SDS-PAGE al 15 %, se transfirieron a membranas de PVDF y se analizaron 
con anticuerpos anti-LC3B. La actina, proteína de expresión constitutiva, se 
utilizó para normalizar los resultados. 
 
2.2.5.2. Inmunocitoquímica de LAMP1 
Las células en cubreobjetos de vidrio se fijaron durante 10 min con una 
solución de PFA al 4 % en tampón fosfato salino (PBS). Después de tres 
lavados de 5 min con PBS, las células se permeabilizaron con Tritón X-
100/PBS al 0,1 % (v/v) durante 10 min a temperatura ambiente, se lavaron 
con PBS y se bloquearon con FBS al 4 % en PBS durante 30 min. A 
continuación, las células se incubaron con el anticuerpo anti-LAMP1 durante 
toda la noche a 4 ºC. Tras una serie de tres lavados con PBS, se incubaron 
con un anticuerpo secundario conjugado con AF488 durante 1 h a 20 ºC. La 
dilución final de ambos anticuerpos fue de 1:500 en PBS con 2 % de BSA. 
Los portaobjetos se montaron utilizando el reactivo FluorSave y se 
observaron con un microscopio de fluorescencia Observer Z.1 acoplado con 
un sistema de seccionamiento óptico ApoTome (Carl Zeiss, Inc.). 
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2.2.5.3. Transfección con pEGFP-LC3 
Para estudiar la autofagia mediante la fluorescencia de pEGFP-LC3, los 
fibroblastos humanos se sembraron unas 24 h antes de comenzar el 
experimento en placas de 24 pocillos a una densidad de 60.000 células por 
pocillo. A continuación, se transfectaron con 0,5 µg de pEGFP-LC3, 
utilizando el reactivo de transfección de ADN X-tremeGENE 9 de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. La mezcla de transfección se incubó 
durante 12 h a 37 ºC y se sustituyó por el medio de cultivo de fibroblastos, 
en el que se incubaron las células durante 48 h más. Después, las células 
se fijaron durante 10 min con una solución de PFA al 4 % en PBS y se 
montaron sobre portaobjetos como se ha descrito anteriormente (ver 
apartado 2.5.2). 
Para analizar la autofagia en las células, se contaron los puntos 
fluorescentes de EGFP-LC3 en un mínimo de 40 células positivas para 
EGFP con un microscopio de fluorescencia Observer Z.1 acoplado a un 
sistema de seccionamiento óptico ApoTome (Carl Zeiss, Inc.). Una célula se 
consideró positiva para EGFP si tenía más de cinco vesículas fluorescentes 
(Ghislat et al., 2012). 
 
2.2.5.4. Fluorescencia de monodansilcadaverina 
Los experimentos de MDC se realizaron del mismo modo que en trabajos 
anteriores (Esteban et al., 2007). Las células se incubaron durante 3 h a 
37 ºC en medio de alta proteólisis y en los últimos 15 min se añadió la MDC 
a una concentración final de 100 µM. Después de tres lavados con PBS a 
temperatura ambiente, las células: a) se montaron en portaobjetos tal y 
como se ha descrito anteriormente para su visualización mediante 
microscopía de fluorescencia y, por otro lado, b) se analizaron utilizando un 
lector de microplacas M5/SpectraMax de Molecular Devices (longitud de 
onda de excitación de 380 nm, longitud de onda de emisión de 525 nm) 
para medir la fluorescencia emitida por la MDC. La fluorescencia se expresó 
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como porcentaje de la actividad específica (en unidades arbitrarias) tal y 
como se ha descrito (Esteban et al., 2007). 
 
2.2.6. Determinación del pH lisosomal 
Los fibroblastos control y los procedentes de pacientes se incubaron en 
medio completo con FITC-dextrano a una concentración de 0,5 mg/ml 
durante 24 h, se lavaron dos veces con PBS y se realizó una caza de 1 h en 
medio completo fresco sin FITC-dextrano. A continuación, los fibroblastos se 
incubaron en medio de alta o baja proteólisis (KH o KH más insulina y 
aminoácidos, respectivamente) durante 1 h y se cuantificó la fluorescencia. 
En paralelo, para poder realizar una curva de calibrado de fluorescencia a 
diferentes valores de pH, se incubaron fibroblastos control en los dos 
medios ensayados, a diferentes valores de pH (desde 4,5 hasta 7,0) en 
tampón acetato sódico o en MES según correspondiera. Para conseguir que 
el pH lisosomal alcanzase el mismo valor que el del medio, durante la última 
hora también se añadió nigericina y monensina a unas concentraciones de 
10 y 20 µM, respectivamente. Además, y como control positivo del cambio 
de pH lisosomal, se añadió NH4Cl a una concentración final de 20 mM tanto 
al medio de alta como al de baja proteólisis. 
Antes de su observación, todas las células se lavaron tres veces con PBS 
frío. Para cada condición, se analizaron 200 células de forma aleatoria y se 
tomaron fotografías con un microscopio de fluorescencia Observer Z.1 
acoplado a un sistema de seccionamiento óptico ApoTome. Se cuantificó la 
media de la fluorescencia, utilizando el software de Carl Zeiss, Axio Vision 
4.6. La fluorescencia (longitud de onda de excitación: 495 nm, longitud de 
onda de emisión: 519 nm) se determinó para cada célula individual después 
de restar la correspondiente fluorescencia basal, y se expresó en unidades 
relativas de fluorescencia (URF). Los valores de URF se linealizaron y se 
representaron frente a los correspondientes valores de pH. El pH lisosomal 
de las diferentes líneas de fibroblastos humanos en las distintas condiciones 
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de cultivo se calculó interpolando la intensidad media de fluorescencia en su 
recta de calibrado correspondiente. 
 
2.2.7. Estudio de la ubicuitinación 
Las células crecidas hasta confluencia en medio completo se lavaron tres 
veces con PBS y se incubaron en medio de alta o de baja proteólisis y en 
ausencia o en presencia del inhibidor de proteasomas MG132 (N-
benziloxicarbonilo-leucina-leucina-leucina aldehído) a una concentración 
final de 50 µM durante 4 h. A continuación, se eliminó el medio de las placas 
y se recogieron las células en tampón RIPA con los inhibidores leupeptina 
0,1 mM y PMSF 1 mM. Para obtener un lisado celular, se sometieron las 
células a ciclos de vórtex/hielo cada 5 min durante 30 min. Los lisados 
celulares obtenidos se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC. A 
partir de estos sobrenadantes, se analizó por Western-blot la cantidad de 
proteínas mono y poliubicuitinadas empleando el anticuerpo FK2. 
 
2.2.8. Estudio de la señalización 
Las células crecidas hasta confluencia en medio completo se lavaron tres 
veces con PBS y se incubaron en medio de alta proteólisis durante 15 min 
para activar la autofagia. Pasado este tiempo, a la mitad de las placas se 
añadieron los estímulos de insulina (concentración final 10
-3
 mg/ml) y de 
aminoácidos esenciales (concentración final 2x a partir de la mezcla 
comercial 50x) y se dejaron 30 min más en incubación. A continuación, se 
eliminó el medio de las placas y las células se recogieron con tampón de 
lisis para células de mamífero: Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 10 mM, Nonidet P-
40 al 1 % (v/v), glicerol al 20 % (v/v), añadiendo además PMSF 1 mM, 
leupeptina 100 µM, EDTA 2 mM, NaF 100 mM y Na4P2O7 20 mM. Se 
hicieron 6 ciclos de congelación y descongelación (-180 ºC y 37 ºC, 
respectivamente), obteniéndose los lisados celulares. A continuación, se 
centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC y los sobrenadantes 
corresponden a los extractos celulares preclarificados. La fosforilación de 
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diferentes proteínas implicadas en las rutas de señalización se analizó por 
Western-blot en dichos extractos. 
Los anticuerpos específicos para las formas fosforiladas se utilizaron en la 
primera inmunodetección y, tras el stripping de las membranas con un 
tampón de glicina 50 mM y SDS 10 % a pH 2,3 durante 20 min a 
temperatura ambiente, se utilizaron los anticuerpos para las formas totales 
de cada una de las proteínas analizadas. 
 
2.2.9. Análisis de la macropinocitosis 
Para estudiar la macropinocitosis se han utilizado dos aproximaciones, la 
microscopía de fluorescencia y la citometría de flujo. Para el estudio por 
microscopia de fluorescencia, los fibroblastos control y los procedentes de 
pacientes se incubaron en medio de alta proteólisis durante 1 h a 37 ºC, tras 
lo cual se añadió FITC-dextrano a una concentración de 0,5 mg/ml durante 
2 h. Seguidamente, las células se lavaron dos veces con PBS y se realizó 
una caza de 1 h en medio de alta proteólisis sin FITC-dextrano. Se 
fotografiaron de forma aleatoria 100 células de cada línea celular con un 
microscopio de fluorescencia Observer Z.1 acoplado a un sistema de 
seccionamiento óptico ApoTome (longitud de onda de excitación: 495 nm, 
longitud de onda de emisión: 519 nm). 
La cuantificación mediante citometría de flujo de la endocitosis de fase fluida 
(macropinocitosis) se realizó esencialmente como se ha descrito 
anteriormente (Dowrick et al., 1993). Brevemente, las células se incubaron a 
37 ºC con 0,5 mg/ml de FITC-dextrano durante los tiempos indicados en 
medio de alta proteólisis. Las células se lavaron con PBS a 4 ºC, se 
tripsinizaron y se centrifugaron a 100 g durante 10 min y, a continuación, se 
recogieron y se resuspendieron en PBS frio a una concentración de 5x10
5
 
células por 0,5 ml. Las células obtenidas se analizaron mediante citometría 
de flujo a las longitudes de onda de excitación y de emisión de 495 y 
519 nm, respectivamente, y se calculó el porcentaje de células positivas 
para el FITC-dextrano para cada condición experimental. Los datos se 
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presentan como medias ± SD de al menos tres experimentos 
independientes. 
 
2.2.10. Análisis de la endocitosis mediada por el receptor de EGF 
La unión de EGF a su receptor se estudió utilizando AF488-EGF y 
empleando tres concentraciones diferentes. Los fibroblastos subconfluentes 
se incubaron en condiciones de alta proteólisis durante 1 h, se pusieron en 
hielo para detener la endocitosis y a continuación se añadió AF488-EGF a 
las concentraciones de 0,2, 2 y 10 µg/ml durante 30 min. A continuación, se 
analizaron aproximadamente 5x10
5
 células mediante citometría de flujo. Las 
longitudes de onda de excitación y emisión fueron de 495 y 519 nm, 
respectivamente, y se obtuvieron las medias de los valores de fluorescencia 
de tres experimentos diferentes con muestras por triplicado. 
El estudio por citometría de flujo de la internalización del receptor de EGF se 
realizó básicamente tal como se ha descrito en Göstring et al., 2010 y Lauer 
et al., 2002. Los fibroblastos subconfluentes se incubaron en condiciones de 
alta proteólisis (para maximizar la internalización) y durante los tiempos de 
ensayo que se indican con AF488-EGF (200 ng/ml). La endocitosis se 
detuvo con PBS/BSA 0,1 % frío, manteniendo las células en hielo durante el 
resto del experimento para evitar la internalización. Se analizaron 
aproximadamente 5x10
5
 células mediante citometría de flujo utilizando las 
mismas longitudes de onda de excitación y emisión que en el análisis de la 
unión del ligando. Se obtuvieron las medias de los valores de fluorescencia 
de tres experimentos diferentes con muestras por triplicado y los resultados 
se expresaron como el porcentaje de células marcadas con AF488-EGF. 
Para el análisis mediante Western-blot de la degradación y de la 
fosforilación de EGFR, tras una incubación de 30 min en medio de alta 
proteólisis, se estimuló a las células adicionando EGF humano a una 
concentración final de 100 ng/ml durante diferentes tiempos entre 0 y 
60 min. A continuación, las células se recogieron y se lisaron en tampón de 
lisis para células de mamífero a 4 ºC, adicionando PMSF 1 mM, leupeptina 
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100 µM, EDTA 2 mM, NaF 100 mM y Na4P2O7 20 mM. Los anticuerpos 
específicos para la forma fosforilada se utilizaron siempre primero. Después, 
las membranas se trataron con tampón de stripping (glicina 50 mM, SDS 
10 % pH 2,3) durante 20 min a temperatura ambiente y se utilizaron los 
anticuerpos que reconocen a la EGFR total. 
El análisis de la internalización y reciclaje de EGFR se realizó modificando 
el protocolo descrito en Gao et al., 2010. Los fibroblastos confluentes se 
lavaron tres veces con PBS que contenía CaCl2 0,2 mM y MgCl2 2 mM 
(PBS-CaMg). A continuación, se incubaron durante 30 min a 4 ºC con el 
reactivo de biotina (NHS-SS-Biotin) a una concentración final de 0,5 mg/ml. 
Las células se lavaron tres veces con PBS-CaMg frío para eliminar el 
exceso de biotina. La biotina se bloqueó con un lavado de glicina 
100 mM/PBS durante 2 min a temperatura ambiente para realizar después 
tres lavados más con PBS-CaMg. Se retiró una placa por línea celular a la 
que se añadió tampón RIPA con inhibidores de proteasas (leupeptina 
0,1 mM y PMSF 1 mM). El resto de placas se incubaron con EGF 2 ng/ml 
durante 30 min para favorecer la internalización del receptor. Pasado este 
tiempo, las placas se pusieron en hielo añadiendo glutatión reducido 50 mM 
en tampón TAPS, realizando dos incubaciones de 20 min a 4 ºC. Tras 
realizar tres lavados con PBS-CaMg se retiró de nuevo una placa por línea 
celular y las células se lisaron tal y como se describe anteriormente. El resto 
de placas se incubaron con yodoacetamida 5 mg/ml en PBS-CaMg durante 
5 min a 4 ºC para inactivar el glutatión y se lavaron dos veces con PBS-
CaMg. Se añadió EGF 2 ng/ml durante 30 min más para favorecer la 
internalización del receptor. A continuación, y tras tres lavados con PBS-
CaMg, se retiró una placa por línea, lisando las células como se ha descrito. 
A las placas restantes se les añadió glutatión reducido 50 mM en tampón 
TAPS, realizando dos incubaciones de 20 min a 4 ºC, y tres lavados con 
PBS-CaMg. A continuación, las células se lisaron con RIPA adicionando los 
inhibidores leupeptina 0,1 mM y PMSF 1 mM. 
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Una vez recogidas las células con tampón RIPA, se mantuvieron 30 min en 
hielo haciendo ciclos de hielo/vórtex cada 5 min. Los lisados se 
centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC. Los extractos 
preclarificados se incubaron con la resina de afinidad NeutrAvidin Agarosa 
(equilibrada con tres lavados de PBS-CaMg) durante 2 h a 4 ºC. Las 
proteínas biotiniladas se analizaron por Western-blot con anticuerpos frente 
a EGFR total y, como control de carga, frente a transferrina. 
 
2.2.11. Análisis de la endocitosis mediada por caveolas 
Las células crecidas hasta subconfluencia se lavaron dos veces con PBS y 
se incubaron durante 30 min en condiciones de alta proteólisis. A 
continuación se añadió la solución de BodiPY FLC5 a una concentración 
final 0,5 µM durante los tiempos 0, 5, 15, 30, 45 y 90 min, La endocitosis se 
detuvo con PBS frío, manteniendo las células en hielo durante el resto del 
experimento para evitar la internalización. Se tripsinizaron durante 5 min y 
se añadió 1 ml de BSA 0,1 % en PBS frío. Las células recogidas se 
centrifugaron a 150 g durante 5 min. Se retiró el sobrenadante y el 
sedimento celular se resuspendió con 0,5 ml de BSA 0,1 % en PBS frío. A 
continuación las células se analizaron mediante citometría de flujo en un 
citómetro FACSCalibur de BD Biosciences a las longitudes de onda de 
excitación y emisión de 505 y 620 nm, respectivamente. 
 
2.2.12. Análisis del ciclo celular por citometría  
Para las determinaciones del ciclo celular, se utilizaron 10
6
 fibroblastos en 
crecimiento exponencial. Se recogieron tanto las células de la monocapa 
como las que se desprenden al eliminar el medio de cultivo para no 
infravalorar las células en mitosis. A continuación, se fijaron con etanol al 
70 % frío durante al menos 1 h a -20 ºC. A continuación, se centrifugaron y 
se resuspendieron en una solución de yoduro de propidio (IP 50 µg/ml y 
RNAsa 100 µg/ml en PBS) incubándose durante toda la noche a 4 ºC. Las 
células así tratadas se analizaron mediante citometría de flujo en un 
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citómetro FACSCalibur de BD Biosciences a las longitudes de onda de 
excitación y emisión de 535 y 617 nm, respectivamente. Los histogramas de 
ADN se analizaron mediante el software Cylchred para el análisis del ciclo 
celular (Universidad de Cardiff, Reino Unido) y se determinaron los 
porcentajes de células con diferente contenido en ADN. 
 
2.2.13. Medidas del estrés oxidativo y de la actividad catalasa 
Para la cuantificación de las especies reactivas del oxígeno (ROS), las 
células se incubaron durante 1 h a 37 ºC en medio de alta proteólisis. A 
continuación, se añadieron HE o DHR-123 (ambos, a una concentración 
final de 5 µM), incubándose durante 30 min a 37 ºC. Tras ello, se lavaron 
dos veces con PBS y se recogieron las células por tripsinización, 
manteniéndose en sus correspondientes medios. Se analizaron 
inmediatamente mediante citometría de flujo unas 5x10
5
 células por 
muestra. Los valores medios de fluorescencia se obtuvieron a unas 
longitudes de onda de excitación y de emisión de 505 y 595 nm para la HE y 
de 485 y de 525 nm, para la DHR-123, respectivamente. 
Para determinar la actividad catalasa, los fibroblastos se crecieron hasta 
confluencia, se lavaron tres veces con PBS y se dejaron 3 h a 37 ºC en 
medio de baja o de alta proteólisis. A continuación, las células se 
tripsinizaron y se centrifugaron a 100 g durante 10 min, se lavaron con PBS 
y al sedimento de las células se le añadió 100 µl de tampón fosfato potásico 
100 mM a pH 7,0. Posteriormente, las células se sonicaron y se 
centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC. La actividad catalasa se 
midió en el sobrenadante como se ha descrito en García-Giménez et al., 
2013 y Perez-Rivero et al., 2008. Esta determinación se hizo mediante una 
cinética de punto final, valorando la actividad peroxidasa. La reacción se 
compone de diversas etapas en las que se forma un intermediario de 
catalasa-H2O2 que, en presencia de metanol como donante de hidrógeno, 
forma agua y PFA, que finalmente reaccionará con el reactivo de Purpald y 
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que, tras añadir KIO4, dará lugar a un compuesto coloreado que absorbe a 
540 nm. 
De manera detallada, el proceso es el siguiente: en una placa de 96 pocillos 
se añadieron 100 µl de tampón de ensayo (tampón fosfato potásico 100 mM 
a pH 7,0), 30 µl de metanol y 20 µl de los patrones (preparados a partir de 
PFA 6 mM y de tampón fosfato potásico 25 mM con EDTA 1 mM y BSA 
1 mg/ml) o de los extractos celulares. La reacción se inició al añadir 20 µl de 
H2O2 en todos los pocillos (debe hacerse rápidamente), se incubó a 
temperatura ambiente durante 20 min y se detuvo al añadir 30 µl de KOH 
10 M. A continuación, se añadieron 30 µl de solución de Purpald (35 mM en 
HCl 0,5 M), se incubaron las muestras durante 10 min a temperatura 
ambiente y, por último, se añadieron 10 µl de KIO4. Las muestras se 
incubaron durante 70 min a temperatura ambiente y se midió la absorbancia 
a 540 nm en un lector de placas M5/SpectraMax. 
Se calculó la media de las absorbancias de las réplicas de los patrones y se 
obtuvo una recta de calibrado de concentraciones de PFA. Finalmente, se 
calculó la concentración final de PFA en las muestras, utilizando dicha recta 
y calculando la actividad catalasa. Para que la medida de la actividad de 
catalasa en esas condiciones sea reproducible, los niveles de PFA deben 
situarse entre los 0,25 y 4 nmoles/min/ml. 
 
2.2.14. Estudio de la morfología mitocondrial y del potencial de membrana 
Para observar la morfología mitocondrial las células se crecieron sobre 
cubreobjetos y se incubaron en condiciones de alta o baja proteólisis 
durante 2 h, añadiendo MitoTracker Red 75 nM durante los últimos 15 min a 
37 ºC. Pasado este tiempo, las células se fijaron con 4 % de PFA en PBS 
durante 10 min a temperatura ambiente y se montaron utilizando el reactivo 
Fluor-Save. Los fibroblastos se observaron en un microcopio confocal Leica 
TCS-SP2-AOBS. 
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Para cuantificar el potencial de membrana, las células crecidas hasta 
confluencia se incubaron durante 2 h en medio de alta o baja proteólisis. A 
continuación, se tripsinizaron y se prepararon tubos por triplicado con 10
5
 
células en cada una de las muestras. Se incubaron con TMRM durante 
30 min en sus correspondientes y, como control positivo, se utilizó CCCP 
20 µM. Pasado este tiempo, se analizaron mediante citometría de flujo en 
un citómetro FACSCalibur de BD Biosciences a una longitud de onda de 
excitación de 550 nm y de emisión de 590 nm. 
 
2.2.15. Análisis del retrómero y del transporte de enzimas lisosomales 
Para estudiar la estabilidad del CI-MPR y de los componentes del retrómero 
mediante Western-blot, los fibroblastos control y CLN3 confluentes se 
lavaron tres veces con PBS y se incubaron 30 min en medio de alta 
proteólisis y seguidamente se incubaron durante 6 h en medio de baja y alta 
proteólisis, con y sin cicloheximida (CHX) 100 µg/ml. Para la obtención de 
los extractos las células se recogieron con tampón de lisis para células de 
mamífero. Tras diversos ciclos de congelación (a -180 ºC) y descongelación 
(a 37 ºC), los extractos se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 ºC. 
Los sobrenadantes se analizaron mediante Western-blot con los anticuerpos 
anti-CI-MPR, anti-hVps35, anti-hVps26, anti-SNX1 y anti-SNX2. 
Para el estudio de la colocalización entre el CI-MPR y la TGN38, los 
fibroblastos sembrados sobre cubreobjetos hasta subconfluencia se 
incubaron en condiciones de alta proteólisis durante 4 h con inhibidores 
lisosomales (pepstatina 1 µM y leupeptina 100 µM) para evitar la 
degradación de las enzimas transportadas. A continuación, las células se 
fijaron con PFA al 4 % en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. 
Después de lavar las células tres veces con PBS, los grupos aldehído libres 
se inactivaron con NH4Cl 75 mM y glicina 20 mM durante 10 min a 20 ºC. A 
continuación, las células se lavaron dos veces con PBS, se permeabilizaron 
durante 20 min con saponina al 0,025 % en PBS, se bloquearon con BSA al 
1 % en PBS durante 1 h y se incubaron con el anticuerpo primario durante 
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1 h a 37 ºC. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-CI-MPR 
(1:100) y anti-TGN38 (1:200). A continuación, las células se lavaron cinco 
veces con BSA al 1 % y saponina al 0,01 % en PBS y se incubaron con los 
anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 488 durante 1 h a 37 ºC. 
Finalmente, los cubreobjetos se lavaron cuatro veces con BSA al 1 % y 
saponina al 0,025 % en PBS, una vez más con PBS y se montaron con 
FluorSave. Para el análisis de colocalización, se observaron en un 
microscopio de fluorescencia confocal Leica TCS-SP2-AOBS. Se analizaron 
al menos tres campos independientes por cubreobjeto, seleccionados de 
forma aleatoria y que representan un total de unas 100-150 células 
aproximadamente por línea celular. 
 
2.2.16. Procedimientos generales 
2.2.16.1. Obtención de extractos celulares 
La concentración de proteínas se determinó utilizando el BCA Protein Assay 
Kit (Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante o mediante el 
método de Lowry-deoxicolato tal y como se ha descrito anteriormente 
(Martín de Llano et al., 2000). Los volúmenes de los extractos 
correspondientes a la cantidad de proteína requerida se sometieron a SDS-
PAGE para la posterior inmunodetección de las proteínas de interés (ver a 
continuación, apartado 2. 2.16.2). 
 
2.2.16.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, 
inmunotransferencia y Western-blot 
Las proteínas de las diferentes muestras se separaban mediante 
electroforesis en mini geles verticales (Mini-Protean II y Protean, Amersham 
Biosciences) de poliacrilamida-SDS, en condiciones de amperaje constante 
(50 mA). Los porcentajes de acrilamida que se utilizaron variaron del 8 % al 
16,5 %, dependiendo de la masa molecular de la proteína a estudiar. A las 
muestras se les añadió un volumen de tampón de carga (2x) (Laemmli: Tris-
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HCl 125 mM, glicerol 20 % (v/v), 2-mercaptoetanol 10 % (v/v), SDS 5 % y 
azul de bromofenol 0,2 %, pH 6,8) y se calentaban a 95 ºC durante 10 min. 
Los geles se transferían a una membrana de PVDF durante 16-18 h a 4 ºC, 
empleando un tanque de transferencia húmeda (Bio-Rad Laboratories) y 
Tris base 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3. Para verificar la eficacia de las 
transferencias, las membranas se teñían 15 min con rojo Ponceau S al 
0,5 % en ácido acético al 1 % y se desteñían con TBS (Tris-HCl 10 mM, 
pH 7,4, NaCl 150 mM), sometiendo a las membranas, a continuación, a un 
tratamiento durante 1 h con solución bloqueante (5 % de leche desnatada 
en polvo en TBS). 
Posteriormente, las membranas se incubaban a 4 ºC durante 5 a 18 h, 
dependiendo del anticuerpo primario, en TBS con BSA al 2 % y azida sódica 
al 0,01 %. La dilución del anticuerpo era 1:1.000 en todos los casos, 
excepto para el anticuerpo anti-actina, en el que la dilución utilizada fue 
1:5.000, y para el anti-LC3 que fue 1:500. Tras tres lavados de 5 min en 
agitación constante con TBS-T (TBS con Tween-20 0,05 % (v/v)), las 
membranas se incubaban durante 1 h a temperatura ambiente con el 
anticuerpo secundario adecuado (que reconoce la IgG, que era de conejo o 
de ratón según hubiese sido el anticuerpo primario) conjugado a la 
peroxidasa (HRP), a una dilución variable entre 1:5.000 y 1:10.000. Tras 
tres lavados de 5 min en agitación constante con TBS-T y dos de 5 min con 
TBS, las proteínas se visualizaron mediante la reacción de la peroxidasa, 
utilizando el sustrato quimioluminiscente para Western-blot Lumi-Light o el 
ECL Prime. Las bandas de las proteínas se cuantificaron mediante su 
análisis densitométrico con un Image Quant ECL dentro del rango lineal de 
respuesta del anticuerpo. 
 
2.2.16.3. Estadística 
Los datos para las diferentes condiciones se presentan como medias ± SD 
de al menos tres experimentos independientes. Los datos para los 
fibroblastos control y los CLN2 corresponden a los datos agrupados de las 
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tres líneas celulares diferentes de cada caso, puesto que no observamos 
diferencias significativas entre ellas. Los datos de los fibroblastos CLN3 
proceden de un solo paciente (ver la sección 1.2), debido a que esta línea 
celular procedía de un explante y a que no había fibroblastos 
comercialmente disponibles de esta variante de lipofuscinosis. Por ello, 
utilizamos también dos líneas de linfoblastos CLN3 (junto a linfoblastos de 
un control) para contrastar algunos de los resultados obtenidos a partir de 
los fibroblastos. El análisis estadístico se realizó utilizando la versión 5.0 del 
software estadístico Graph Pad Prism. Las diferencias entre los pares de 
muestras se analizaron mediante los test-t de Student. Para comparaciones 
de más muestras, se utilizó el test de ANOVA de una vía, seguido por el test 
de Student-Newman-Keuls post hoc. La significación se ha considerado a 
*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005, tal como se indica en cada caso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS Y  
DESARROLLO ARGUMENTAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
 
67 
 
3. RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
3.1. Estudio de la degradación intracelular de proteínas en 
fibroblastos humanos de pacientes de LINCL y JNCL 
En las situaciones en las que la célula carece de aminoácidos de origen 
exógeno, la degradación de las proteínas celulares supone la principal 
fuente de aminoácidos para la gluconeogénesis y para otras vías anabólicas 
importantes como la síntesis de proteínas. En ese sentido, las dos 
principales vías de degradación intracelular de proteínas son, como ya 
comentábamos en la Introducción general, el sistema ubicuitina-
proteasomas (una vía no lisosomal) y la macroautofagia (una vía lisosomal). 
Esta última es especialmente activa en ausencia de nutrientes (Meijer & 
Codogno, 2004; Yoshimori, 2004). 
En las lipofuscinosis ceroideas neuronales, al igual que ocurre con otras 
enfermedades de almacenamiento lisosomal, se observa como aspecto más 
destacado una acumulación de material sin degradar en el interior de los 
lisosomas de las células de los pacientes. Este material suele tener una 
apariencia ultraestructural característica para cada enfermedad. Las 
lipofuscinosis ceroideas neuronales más frecuentes son las variantes LINCL 
y JNCL. A pesar de las diferencias existentes en la morfología del material 
sin degradar, en la edad de aparición de la enfermedad y en la esperanza 
de vida de los afectados, un rasgo común en ambas (que se observa 
también en otras variantes) es una elevada proporción de la subunidad c de 
la ATP-sintasa mitocondrial en la composición de ese material que se 
acumula en los lisosomas. 
Para analizar y comparar la funcionalidad de la macroautofagia y de la vía 
ubicuitina-proteasomas en los fibroblastos controles y procedentes de 
pacientes, en este trabajo se ha utilizado un medio pobre en nutrientes, el 
medio de Krebs-Henseleit, que solamente contiene glucosa como fuente de 
carbono y que al incubar las células en el mismo induce en ellas una 
elevada proteólisis. Alternativamente, se ha usado ese mismo medio pero 
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que contenía insulina y aminoácidos (ver el apartado de Metodología) para 
producir una proteólisis más reducida en las células. A estos medios los 
llamaremos a partir de ahora, respectivamente, medios de alta y baja 
proteólisis. Con el primero de ellos, la macroautofagia es el principal 
mecanismo responsable de la degradación intracelular de proteínas. En 
cuanto a la vía ubicuitina-proteasomas, los nutrientes o las hormonas no 
tienen un papel tan destacado en su regulación, como ocurre en el caso de 
la macroautofagia. Por eso, cuando las células se mantienen en un medio 
de baja proteólisis su importancia relativa aumenta a expensas de una 
disminución en la macroautofagia (Fuertes et al., 2003b). Además, esas dos 
vías pueden ver modificada su actividad como consecuencia de alteraciones 
en cada una de ellas, al estar muy relacionadas entre sí funcionalmente 
(Kuang et al., 2013; Park & Cuervo, 2013; Webb & Brunet, 2014). 
 
3.1.1. Estudio de las vías lisosomales 
Para tratar de identificar alteraciones comunes y/o diferentes en la 
degradación intracelular de proteínas en fibroblastos humanos de pacientes 
de LINCL y JNCL, hemos comenzado por analizar en detalle las vías 
lisosomales y, en particular, la macroautofagia, ya que es en estos 
orgánulos donde se acumula el material sin degradar. Para ello, se han 
comparado en esos estudios unas condiciones de alta proteólisis con otras 
de baja proteólisis (ver arriba), ya que la actividad macroautofágica es 
mucho mayor en la primera de ellas. 
 
3.1.1.1. Morfología lisosomal mediante microscopía electrónica 
En los fibroblastos humanos procedentes de pacientes de ambas variantes 
de lipofuscinosis ceroideas neuronales se observan unos lisosomas de 
mayor tamaño que contienen material no degradado, pero cuya morfología 
difiere según cada una de las dos variantes (comparar la ultraestructura de 
los lisosomas en la figura 7, donde estos se han indicado mediante flechas). 
Así, en el caso de las células procedentes de pacientes de la variante 
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infantil tardía (LINCL), los lisosomas presentan un característico bandeado 
concéntrico, mientras que en los de la variante juvenil (JNCL) el bandeado 
tiene una forma que, en cierto modo, recuerda a una huella dactilar. De 
hecho, la morfología lisosomal se ha utilizado como método diagnóstico en 
las lipofuscinosis ceroideas neuronales (Carlén & Englund, 2001) y todavía 
se sigue utilizando para confirmar el diagnóstico por otros procedimientos. 
 
Figura 7. Morfología lisosomal característica en fibroblastos control y procedentes de 
pacientes de lipofuscinosis ceroideas neuronales infantil tardía y juvenil. Micrografías 
electrónicas representativas de fibroblastos control, CLN2 y CLN3 incubados en un medio de 
alta proteólisis. Se observa el aumento del tamaño lisosomal en CLN2 y CLN3. En el contenido 
lisosomal es característico el patrón de líneas circulares concéntricas en la LINCL (CLN2) y en 
forma de huella dactilar en la JNCL (CLN3). Estas morfologías no se observan en los 
fibroblastos control. Las flechas indican un lisosoma típico en cada célula. Barra = 500 nm. 
Por tanto, la morfología observada en los lisosomas procedentes de los 
fibroblastos de ambos grupos de pacientes coincide en cada caso con la 
descrita para las dos variantes de lipofuscinosis ceroideas neuronales que 
estudiamos aquí (Anderson et al., 2013). Además, las alteraciones 
lisosomales observadas, en particular la elevada acumulación de material 
no degradado en su interior, indican también que la función degradativa 
lisosomal podría estar alterada. 
 
3.1.1.2. Análisis de la actividad de la enzima TPP1 
En la variante LINCL, el gen afectado es CLN2, que codifica la enzima 
lisosomal TPP1 (ver Introducción general). Para confirmar que las células 
CLN2 (LINCL), a diferencia de las células control y de las CLN3 (JNCL), 
carecían de esta actividad, se realizó un ensayo enzimático in vitro con 
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extractos celulares preclarificados obtenidos a partir de células incubadas 
en medio de alta o baja proteólisis. Para ello se utilizó un procedimiento 
estándar (Vines & Warburton, 1999) con un sustrato fluorescente e 
inhibiendo el resto de actividades proteolíticas con leupeptina 0,1 mM para 
inhibir algunas serina y cisteína proteasas, lactacistina 10 μM para inhibir 
proteasomas, PMSF 1 mM para inhibir la inmensa mayoría de las serina 
proteasas, pepstatina A 1 µM para inhibir muchas aspártico proteasas y 
EDTA 5 mM para inhibir las metalo-proteasas y otras proteasas activadas 
por metales. 
La actividad de la enzima en los fibroblastos control (y también en los 
fibroblastos CLN3) era mayor en condiciones de alta proteólisis, lo que 
hace pensar que sus niveles celulares son limitantes y requieren un 
incremento al aumentar la entrada de material para degradarse en los 
lisosomas para poder ejercer adecuadamente su función. En cualquier 
caso, en los fibroblastos CLN2 se obtuvo el resultado esperado en las dos 
condiciones estudiadas, es decir una ausencia prácticamente total de 
actividad de TPP1. Sin embargo, en los extractos de los fibroblastos CLN3, 
la actividad in vitro de esta enzima a pH óptimo estaba aumentada de 
forma significativa, y este aumento era de un 15 % aproximadamente en 
ambas condiciones en comparación con los fibroblastos control (figura 8). 
Esto sugiere un intento de estas células por compensar el defecto en su 
propia función lisosomal, aumentando los niveles de TPP1, por lo que 
parece que las funciones de Cln3p y TPP1 están relacionadas de alguna 
manera. Puesto que no se dispone de anticuerpos que reconozcan a Cln3p 
y tampoco se conoce su función, no se ha podido verificar si se producen 
cambios similares en esta proteína. Sin embargo y en este sentido, 
conviene tener en cuenta que la composición del material acumulado en 
los lisosomas de pacientes con LINCL (fibroblastos CLN2) y JNCL 
(fibroblastos CLN3) es muy parecida (Junaid & Pullarkat, 2001). 
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Figura 8. Medidas de la actividad enzimática in vitro de la TPP1. En el histograma se 
muestran los resultados para los fibroblastos control, CLN2 y CLN3. Tal y como se indica, los 
fibroblastos se incubaron en un medio de alta o baja proteólisis y se determinó la actividad de 
la enzima TPP1 y la proteína total, tal como se describe en el apartado de Metodología. Los 
resultados se expresan en unidades relativas de fluorescencia (URF) por µg y por min de 
proteína total, y representan la media y desviación típica de tres experimentos por separado 
con muestras por triplicado. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
respecto a los valores control (*p<0,05 y ***p<0,005). La actividad de TPP1 era 
significativamente (p<0,005) mayor en condiciones de alta proteólisis respecto a esa actividad 
en condiciones de baja proteólisis tanto en fibroblastos control como en CLN3. 
 
3.1.1.3. Estudio de la contribución relativa de los lisosomas en general y de 
la macroautofagia en particular a la degradación intracelular de proteínas 
Cuando se analiza la degradación intracelular de proteínas en experimentos de 
«pulso» y «caza», la cinética obtenida puede siempre descomponerse en dos 
cinéticas de primer orden, separadas por una clara discontinuidad, y que 
corresponden a la degradación de proteínas de vida media corta y larga. Las 
primeras representan solamente alrededor de un 1 % del total de proteínas 
celulares, pero por su elevado recambio contribuyen en un porcentaje mucho 
más elevado (alrededor del 30 %) al conjunto de la degradación intracelular de 
proteínas (Fuertes et al., 2003a). Puesto que los fibroblastos procedentes de 
ambos pacientes presentan una elevada acumulación de material no degradado 
en el interior de los lisosomas, es posible que las actividades de las diferentes 
vías degradativas lisosomales estén alteradas. Mediante experimentos de 
«pulso» y «caza», se comenzó por analizar la degradación de las proteínas de 
vida media corta y de vida media larga en condiciones de alta o baja proteólisis, 
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ya que en cada una de ellas actúa preferentemente una de las vías degradativas 
que operan en la célula (Fuertes et al., 2003a y b). Como se describe en el 
apartado de Metodología, las proteínas se marcaron con valina tritiada durante un 
«pulso», corto o largo, y se realizaron «cazas» inmediatamente después, es decir 
a tiempo cero (para las proteínas de vida media corta) o tras 24 h (para las 
proteínas de vida media larga) en el medio de crecimiento de fibroblastos que 
contenía un exceso (10 mM) de L-valina. Cuando, a continuación, se analizó la 
degradación de proteínas de vida media corta (figura 9A) y larga (figura 9B) en un 
medio de alta o de baja proteólisis, únicamente se observaron cambios 
significativos entre los fibroblastos control y los procedentes de pacientes en una 
de las cuatro condiciones: la correspondiente a la degradación de proteínas de 
vida media larga en un medio de alta proteólisis. En estas condiciones en las que 
la vía macroautofágica es especialmente activa, la degradación total de las 
proteínas se encuentra disminuida entre un 20 y un 25 %, tanto en los fibroblastos 
CLN2 como en los CLN3 (figura 9). En las otras tres condiciones, la principal vía 
de degradación de las proteínas que opera en fibroblastos humanos es la 
proteasomal y la actividad macroautofágica es prácticamente nula o, al menos, 
comparativamente mucho más reducida (Fuertes et al., 2003a y b). Esto sugiere 
que la disminución observada en la degradación intracelular de proteínas en las 
células de pacientes de ambas formas de lipofuscinosis ceroidea neuronal se 
debe principalmente, si no exclusivamente, a una reducción en la macroautofagia. 
Para establecer con más precisión la vía o las vías proteolíticas que estaba/n 
alterada/s en esas dos variantes de lipofuscinosis ceroideas neuronales se 
emplearon los procedimientos descritos por nosotros anteriormente (Fuertes 
et al., 2003b). En ellos calculamos la contribución de la vía lisosomal 
(utilizando NH4Cl 20 mM y leupeptina 0,1 mM), y dentro de ella, de la 
específica para la macroautofagia (con 3-metiladenina 10 mM). Estos 
estudios se realizaron en la única condición en la que se habían observado 
alteraciones, es decir analizando la degradación de proteínas de vida media 
larga en células incubadas en un medio de alta proteólisis. En las restantes 
condiciones no se encontraron grandes diferencias (datos no mostrados). 
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Figura 9. Cuantificación de la degradación intracelular de proteínas. Tal y como se 
describe en el apartado de Metodología, se determinó mediante experimentos de «pulso» y 
«caza» la degradación intracelular de las proteínas de vida media corta (A) y de las de vida 
media larga (B) en condiciones de alta o baja proteólisis en los fibroblastos control, CLN2 y 
CLN3. Los resultados se presentan como el porcentaje de la proteína marcada que se degrada 
por h y corresponden a la media y a la desviación típica calculada a partir de doce a quince 
experimentos independientes con muestras por duplicado. Solamente se encontraron 
diferencias significativas entre los fibroblastos de pacientes y los controles al analizar la 
degradación de las proteínas de vida media larga en condiciones de alta proteólisis, que es 
cuando la macroautofagia es más activa. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas respecto a los valores control en cada condición (***p<0,005). 
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Figura 10. Participación de las vías lisosomales en la degradación intracelular de 
proteínas de vida media larga en un medio de alta proteólisis. Tal y como se describe en el 
apartado de Metodología, en los experimentos de «pulso» y «caza» se marcaron los 
fibroblastos humanos con valina tritiada y se determinó la contribución de las vías lisosomales 
(total y macroautofágica) a la degradación intracelular de proteínas en condiciones de alta 
proteólisis como se indica en el texto. Los resultados se presentan como el porcentaje de las 
proteínas marcadas que se degradan por hora, y corresponden a la media y la desviación típica 
de ocho a quince experimentos independientes con muestras por duplicado. Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas respecto a los correspondientes valores 
control (***p<0,005). 
Los resultados obtenidos permiten concluir que la degradación lisosomal, 
que incluye a la macroautofagia y a otras vías proteolíticas lisosomales 
(como la microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas) (Knecht et 
al., 2009), parece explicar las diferencias observadas en el conjunto de la 
degradación intracelular de proteínas. De todas estas vías, parece que la 
macroautofagia es la vía lisosomal específicamente alterada, como se 
comprueba cuando estudiamos la degradación de proteínas sensible a la 3-
metiladenina (figura 10), que se ha visto que es un método apropiado para 
calcular la contribución de la macroautofagia a la degradación intracelular 
de proteínas (Fuertes et al., 2003b). Así pues, tanto en los fibroblastos 
CLN2 como en los CLN3, se observa un descenso (de alrededor de un 
25 %) en la degradación de proteínas de vida media larga a través de la 
macroautofagia. Ese descenso corresponde bastante bien con el observado 
para la degradación lisosomal total. Por tanto, la vía macroautofágica se 
presenta como la principal vía lisosomal de degradación intracelular de 
proteínas que está alterada en estas células. Aunque en condiciones 
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basales no parece que vaya a plantear un problema importante para el 
normal funcionamiento de las células, si lo hará cuando se requiera, en 
determinadas situaciones, que la macroautofagia funcione con su máxima 
eficacia. 
3.1.1.4. Estudio de la formación y maduración de los autofagosomas 
Para que ocurra la degradación de las proteínas y de otros componentes 
celulares por macroautofagia es necesario, primero que se formen los 
autofagosomas que secuestran el material que va a degradarse y, después, 
que los autofagosomas, sin capacidad degradativa todavía, maduren hasta 
autolisosomas por fusión con endosomas y lisosomas, que proporcionan las 
condiciones y las hidrolasas necesarias para esa degradación (Klionsky & 
Codogno, 2013; Ravikumar et al., 2009; Yang & Klionsky, 2010). Para 
analizar estas dos fases de la macroautofagia y detectar en cuál de ellas se 
encuentra alterado este proceso en los modelos de la enfermedad, 
utilizamos la proteína LC3-II. Esta proteína se encuentra específicamente en 
la membrana de los fagóforos y de los autofagosomas y no se encuentra en 
ninguna otra membrana, ni en membranas de vacuolas autofágicas en 
etapas avanzadas de la macroautofagia (autolisosomas), ni tampoco en las 
de los endosomas o de los lisosomas procedentes de otras vías. 
Actualmente, la proteína LC3 se considera como el principal marcador para 
medir la macroautofagia (Bampton et al., 2005; Kuma et al., 2007; Tanida et 
al., 2004). Tras la síntesis de la pro-LC3-I, se producen sucesiva y 
postraduccionalmente dos formas de LC3: la I y la II. La forma I es una 
proteína citosólica frecuentemente asociada a los microtúbulos y la forma II 
se encuentra, como hemos dicho antes, unida a la membrana de los 
autofagosomas. Para ello, durante la formación de los autofagosomas, la 
proteína LC3-I es lipidada, generalmente por unión covalente a la fosfatidil-
etanolamina, formándose LC3-II (Tanida et al., 2005). En condiciones de 
privación de nutrientes, LC3-II se considera un marcador de la 
macroautofagia, puesto que, como hemos mencionado arriba, se asocia a 
las membranas preautofagosomal y autofagosomal y, además, cuando los 
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autofagosomas pasan a autolisosomas, se degrada gracias a la acción de 
las proteasas lisosomales. Por eso, su presencia es específica de las etapas 
iniciales de la macroautofagia (Mizushima et al., 2004).  
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Figura 11. La formación de los autofagosomas se encuentra reducida en los fibroblastos 
CLN2 y CLN3 y en estos últimos también se encuentra retrasada la maduración de los 
autofagosomas. Se analizaron mediante Western-blot los extractos totales procedentes de 
fibroblastos control (CTRL), CLN2 y CLN3 incubados en medio de alta (KH) o baja (IAa) 
proteólisis, así como con (A) o sin (B) inhibidores lisosomales (ver el apartado de Metodología), 
utilizando anticuerpos frente a LC3 y, como control de carga, frente a actina. La posición de las 
bandas de LC3-I y LC3-II se indica en la parte izquierda de la imagen de los geles. Los 
histogramas representan la media de tres experimentos diferentes y los resultados se muestran 
como la relación LC3-II/actina expresada en porcentaje relativo respecto a los valores control 
con inhibidores lisosomales en condiciones de alta proteólisis (A). Los asteriscos indican las 
diferencias estadísticamente significativas con respecto a los valores control correspondientes 
a cada condición (*p<0,05, **p<0,01). 
 
Al igual que cuando estudiábamos la degradación intracelular de proteínas 
en los experimentos de «pulso» y «caza» (ver apartado 1.1.3), aquí también 
hemos estudiado los niveles de LC3-II en condiciones de alta o baja 
proteólisis, y con o sin inhibidores de las proteasas lisosomales (figura 11A 
y 11B, respectivamente). Esto lo hicimos mediante Western-blot y utilizando 
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un anticuerpo frente a LC3 que reconoce ambas formas (la I y la II) de la 
proteína (ver el apartado de Metodología). En presencia de los inhibidores 
de las proteasas lisosomales, la cantidad de LC3-II está relacionada 
directamente con la cantidad de vacuolas autofágicas que se están 
formando y acumulando, puesto que se bloquea su degradación por los 
lisosomas. En cambio, sin estos inhibidores se mantiene el equilibrio 
existente entre la formación y la maduración de estas vacuolas autofágicas, 
por lo que sus niveles corresponden a los del estado estacionario. Un 
aumento en los mismos puede deberse tanto a un incremento en la 
formación de autofagosomas como a un retraso en su maduración hasta 
autolisosomas (o a ambas cosas a la vez). 
Como era de esperar, se observa que la insulina y los aminoácidos, al 
inhibir la macroautofagia, reducen también los niveles de LC3-II y, por tanto, 
la formación de las vacuolas autofágicas. Esto ocurre en todas las líneas 
celulares y tanto en ausencia como en presencia de los inhibidores de los 
lisosomas. Sin embargo, a pesar de que el patrón de respuesta a estos 
estímulos es similar, existen variaciones en los niveles del marcador entre 
las células control y las procedentes de pacientes. 
Los resultados en presencia de inhibidores lisosomales (figura 11A) y en 
condiciones de alta proteólisis muestran una reducción en los niveles de 
LC3-II en los fibroblastos CLN2 y CLN3 en comparación con sus controles. 
Además, esa disminución también se observa en CLN2 en condiciones de 
baja proteólisis, aunque de manera menos evidente. Por tanto, existe una 
alteración en la formación de los autofagosomas en ambas líneas celulares 
procedentes de pacientes. En cambio, y sorprendentemente, en ausencia 
de inhibidores lisosomales (figura 11B) los niveles de LC3-II se encuentran 
aumentados en los fibroblastos CLN3 en medio de alta proteólisis. Esto 
indicaría que en estas células, y comparativamente con los fibroblastos 
CLN2 o con los controles, se produce un retraso en la maduración de los 
autofagosomas, es decir en el paso del autofagosoma al autolisosoma, 
cuando se requiere una elevada actividad de la macroautofagia. Puesto que 
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esto requiere la llegada de enzimas lisosomales a través de la fusión del 
autofagosoma con un endosoma/lisosoma, el aumento en los niveles de 
LC3-II podría deberse a una alteración de los procesos de fusión de los 
autofagosomas con estos. Otros autores (Cao et al., 2011) han descrito lo 
que parece ser un retraso en la maduración de los autofagosomas hasta los 
autolisosomas en las células hepáticas obtenidas de un modelo murino de 
JNCL con la deleción genómica de 1,02 kb en el gen CLN3. En ese trabajo 
mostraron que los autofagosomas, pero no los autolisosomas, acumulaban 
grandes cantidades de la subunidad c de la ATP-sintasa mitocondrial. Por 
tanto, parce que en CLN3, pero no en CLN2, además de un retraso en la 
formación de las vacuolas autofágicas, hay un retraso en la maduración de 
las mismas. 
Hay que señalar también que en todos estos experimentos los niveles de 
LC3-I en los fibroblastos CLN2 y CLN3 se vieron ligeramente, pero de forma 
constante, reducidos en comparación con los fibroblastos control (ver banda 
superior en los Western-blot). Puesto que LC3-I se procesa a LC3-II, esta 
reducción podría contribuir al descenso observado en la macroautofagia en 
los fibroblastos de lipofuscinosis ceroidea neuronal. Sin embargo, el 
significado de diferencias en los niveles de LC3-I en diferentes tipos 
celulares y condiciones no está completamente esclarecido, debido a que la 
detección de esta proteína presenta varios problemas. Así, LC3-I es menos 
estable, menos inmunorreactiva y más sensible a la congelación y 
descongelación y a la degradación en el tampón de muestras con SDS de lo 
que lo es la proteína LC3-II. Asimismo, su detección depende de manera 
importante de los anticuerpos primarios que se utilicen (e incluso del lote de 
los mismos) y del tipo celular y tratamiento. Por ello, aunque inicialmente en 
los estudios de la macroautofagia los niveles de LC3-II se referían a los de 
LC3-I, desde hace algunos años se ha acordado referir los niveles de LC3-II 
a una proteína house-keeping, generalmente actina o β-tubulina (Klionsky et 
al., 2008; Klionsky et al., 2012). 
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Estos resultados fueron coherentes con los datos obtenidos en los 
experimentos de microscopía de fluorescencia con el marcador de vacuolas 
autofágicas EGFP-LC3 (figura 12) y que se realizaron en paralelo. En 
condiciones de alta proteólisis se observa una marcada reducción en el 
número de vacuolas autofágicas en las células procedentes de pacientes, 
ya que el número de puntos fluorescentes disminuyó en CLN2 (70 ± 15) y 
en CLN3 (77 ± 18) en comparación con los fibroblastos control (152 ± 20). 
Estos datos y los anteriores corresponden a la media y desviación estándar 
del recuento de puntos por célula, realizado en 50 células de cada tipo 
procedentes de tres experimentos diferentes. 
 
Figura 12. El número de vacuolas autofágicas observado mediante microscopía de 
fluorescencia es menor en los fibroblastos CLN2 y CLN3 que en los de las células 
control. Micrografías representativas de la superexpresión de EGFP-LC3 en fibroblastos 
control, CLN2 y CLN3 incubados en un medio de alta proteólisis durante 2 h a 37 ºC y 48 h 
después de la transfección con el plásmido. Los puntos fluorescentes indican las vacuolas 
autofágicas. Barra: 20 µm. 
Un descenso en el flujo autofágico desde autofagosomas a autolisosomas 
debe producir una disminución en la masa lisosomal. Para verificar esto 
hemos utilizado la proteína de membrana lisosomal LAMP1, cuyos niveles 
proporcionan una idea de la masa lisosomal. La figura 13 muestra un 
descenso de la fluorescencia asociada a LAMP1 tanto en los fibroblastos 
CLN2 como en los CLN3, confirmando el descenso en el flujo 
macroautofágico observado con LC3-II. 
Experimentos similares a los de LAMP-1 se realizaron con 
monodansilcadaverina (MDC). Este fluoróforo se acumula en los orgánulos 
acídicos como los lisosomas (Vázquez & Colombo, 2009), por lo que 
también sería indicativo de la masa lisosomal. Una vez más, se observó una 
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disminución de la fluorescencia en los fibroblastos procedentes de pacientes 
en ambas condiciones ensayadas (figura 14). Puesto que varios autores 
han considerado que la MDC no es un marcador específico de vacuolas 
autofágicas (Klionsky et al., 2008; Klionsky et al., 2012), se comprobó el 
efecto del inhibidor de la formación de vacuolas autofágicas 3-metiladenina 
(3-MA) sobre esa fluorescencia (ver las dos imágenes superiores en la 
figura 14). Este tratamiento disminuyó claramente los niveles de 
fluorescencia con MDC, por lo que, al menos en nuestro sistema 
experimental, estos niveles serían indicativos de la actividad 
macroautofágica. Por tanto, los experimentos con este fluoróforo indican 
una vez más que en las líneas de pacientes de lipofuscinosis ceroidea 
neuronal la actividad autofágica está disminuida. 
 
Figura 13. La masa lisosomal observada mediante microscopía de inmunofluorescencia 
con un anticuerpo que reconoce a la proteína de membrana lisosomal LAMP-1 es menor 
en los fibroblastos CLN2 y CLN3 que en los de las células control. Micrografías 
representativas de la inmunocitoquímica con anti-LAMP1 de fibroblastos control, CLN2 y CLN3 
incubados en medio de alta proteólisis durante 2 h a 37 ºC. Barra: 20 µm. 
Como resumen de todos los experimentos de este apartado podemos decir 
que hay un descenso en los niveles de vacuolas autofágicas y como 
consecuencia de eso, de lisosomas, en las líneas celulares procedentes de 
pacientes CLN2 y CLN3 con respecto a las células control. Este descenso 
se debe a un defecto en la formación de los autofagosomas en CLN2 y 
CLN3 y también a un defecto en la fusión de los autofagosomas con los 
lisosomas en CLN3. 
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Figura 14. La fluorescencia de la monodansilcadaverina (MDC) muestra un descenso en los 
fibroblastos CLN2 y CLN3 en comparación con las células control. A) Micrografías 
representativas de fibroblastos control, CLN2 y CLN3 después de 2 h en medio de alta proteólisis 
e incubados con MDC (ver el apartado de Metodología). La imagen de arriba a la derecha 
muestra el efecto sobre la fluorescencia de la MDC tras un tratamiento de las células control con 
el inhibidor de macroautofagia 3-MA. Como se puede ver, este tratamiento disminuye 
drásticamente el marcado fluorescente con MDC (comparar con las células a la izquierda), 
apoyando la utilidad de este marcador para mostrar cambios en la actividad macroautofágica. 
Barra: 20 µm. B) Cuantificación de la fluorescencia en condiciones de alta o baja proteólisis en los 
fibroblastos control, CLN2 y CLN3. Los resultados (URF por µg de proteína) se expresan en 
porcentaje respecto a las células control en condiciones de alta proteólisis. Los asteriscos encima 
de las barras indican las diferencias estadísticamente significativas respecto a los valores control 
correspondientes y los asteriscos sobre las rectas indican las diferencias estadísticamente 
significativas en ambas condiciones entre los mismos tipos celulares (*p<0,05, ***p<0,001).  
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3.1.1.5. pH lisosomal 
La macroautofagia no solo requiere la formación de vacuolas autofágicas 
sino también la correcta degradación del material encerrado en las mismas. 
Para que ocurra esto último es necesaria, como se ha dicho, la fusión de los 
autofagosomas con los endosomas y lisosomas. Esto produce tanto la 
adquisición de hidrolasas lisosomales como la progresiva acidificación del 
lumen lisosomal, cuyo pH finalmente alcanza un valor de aproximadamente 
4,7 o 4,8 en la mayoría de las células (Futerman & van Meer, 2004). El pH 
ácido de los lisosomas no solo es esencial para la actividad degradativa de 
las enzimas lisosomales (se trata de hidrolasas cuyo pH óptimo de 
actuación es ácido) sino que también es de vital importancia en los procesos 
de fusión lisosomal. De hecho, un aumento en el pH lisosomal, además de 
reducir la capacidad degradativa de estos orgánulos, bloquea la maduración 
de los autofagosomas y, como también se ha visto, de los endosomas 
(Ramachandran et al., 2009). 
Puesto que los niveles de LC3-II observados en ausencia de inhibidores de la 
proteólisis lisosomal en las células CLN3 procedentes de los pacientes de 
lipofuscinosis ceroidea neuronal sugerían que en esas células se producen 
alteraciones en la fusión de los autofagosomas con los endosomas y lisosomas, 
esto podía deberse a modificaciones en el pH lisosomal de esas células. De 
hecho, y aunque sigue siendo un tema controvertido, algunos autores habían 
sugerido ya un papel de Cln3p en el control del pH lisosomal, a partir de los 
resultados obtenidos con su proteína ortóloga en levadura Btn1p (Golabek et 
al., 2000; Holopainen et al., 2001; Pearce et al.,1999). 
Para determinar el pH lisosomal en los fibroblastos control y en los CLN2 y 
CLN3, las células se incubaron con el complejo FITC-dextrano y en medio 
de baja o alta proteólisis (ver el apartado de Metodología). Al mismo tiempo, 
utilizando también el complejo FITC-dextrano, se obtuvieron las rectas de 
calibrado en condiciones de baja o alta proteólisis para valores de pH 
lisosomal entre 4,5 y 7,0 (figura 15). 
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Figura 15. Rectas de calibrado realizadas en fibroblastos control incubados a pH entre 
4,5 y 7,0 en medio de alta o baja proteólisis. Los fibroblastos en crecimiento exponencial se 
incubaron con FITC-dextrano tal y como se explica en el apartado de Metodología. Las células 
se observaron mediante microscopía de fluorescencia utilizando un microscopio invertido y la 
fluorescencia (URF) de cada célula y para cada pH se midió como se describe en el apartado 
de Metodología. Los datos para cada valor de pH proceden de alrededor de 200 imágenes 
aleatorias y las rectas de calibrado se ajustaron por mínimos cuadrados. En la figura se 
muestran también las correspondientes ecuaciones de regresión con sus coeficientes de 
correlación. En el eje de abcisas se indican las equivalencias entre los pH utilizados y sus 
correspondientes valores linealizados. 
La figura 16 muestra ejemplos de imágenes de fluorescencia 
representativas de células control y CLN3 a distintos valores de pH que se 
utilizaron tanto para obtener las rectas de calibrado (ver figura 15) como 
para calcular los valores de pH lisosomal (ver tabla 2). 
Tabla 2: Valores de pH lisosomal de los fibroblastos control, CLN2 y 
CLN3 cultivados en medio de alta o baja proteólisis 
 Alta proteólisis Baja proteólisis 
 URF pH URF pH 
CONTROL 78,1 ± 11,7 5,5 ± 0,2 54,1 ± 8,5 4,8 ± 0,2 
CLN2 67,6 ± 10,3 5,3 ± 0,2 50,6 ± 12,1 4,7 ± 0,3 
CLN3 117,0 ± 15,2   6,1 ± 0,2** 86,5 ± 10,9   5,5 ± 0,2** 
Los valores medios de fluorescencia para cada tipo celular y condición se calcularon a partir de 
los datos de tres experimentos por separado con muestras por duplicado. Esos valores se 
interpolaron en las correspondientes rectas de calibración (ver figura 15). Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas en el pH calculado respecto a los valores control en 
cada condición (**p<0,01). 
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Los resultados de los valores medios de fluorescencia obtenidos en 
condiciones de alta o baja proteólisis para las diferentes células y los pH 
calculados a partir de la interpolación de esos valores en las 
correspondientes rectas de calibrado (ver figura 15) se muestran en la 
tabla 2. 
CONTROL pH 4,5 CONTROL pH 6,5
CONTROL pH 7,4 CLN3 pH 7,4
 
Figura 16. Los lisosomas procedentes de fibroblastos CLN3 tienen un pH mayor. 
Fibroblastos control, CLN2 y CLN3 en crecimiento exponencial se incubaron con FITC-dextrano 
tal y como se describe en el apartado de Metodología y se observaron mediante microscopía 
de fluorescencia utilizando un microscopio invertido. Los paneles superiores muestran 
imágenes representativas de fibroblastos control permeabilizados como se describe en el 
apartado de Metodología e incubados en medios de alta proteólisis a pH 4,5 (imagen izquierda) 
y 6,5 (imagen derecha), que se emplearon, junto con otros, para calcular las rectas de 
regresión de la figura 15. En los paneles inferiores se muestran fibroblastos control (imagen 
izquierda) y CLN3 (imagen derecha) no permeabilizados e incubados también en medio de alta 
proteólisis (pH 7,4). La cuantificación de la fluorescencia de estas imágenes, junto con otras, se 
empleó para calcular los pH lisosomales de la tabla 2. Barra: 20 µm. 
Se obtuvieron unos valores de pH lisosomal similares en los fibroblastos 
control y los CLN2, tanto en condiciones de alta (pH de 5,5 y 5,3, 
respectivamente) como de baja (pH de 4,8 y 4,7, respectivamente) 
proteólisis. Sin embargo, los fibroblastos de la variante juvenil de 
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lipofuscinosis ceroidea neuronal (CLN3) presentan un pH lisosomal 
significativamente mayor frente a los controles: 6,1 cuando las células se 
incubaban en medio de alta proteólisis y 5,5 cuando lo hacían en el de baja 
proteólisis (ver tabla 2). Es decir, en la variante juvenil se observa un 
incremento del pH lisosomal de más de 0,5 unidades en ambas condiciones. 
Como una observación adicional cabe señalar que, en todos los casos, los 
valores de pH eran mayores en las condiciones de alta que en las de baja 
proteólisis. Esto tal vez esté reflejando la mayor captación de material 
citosólico (que se encuentra a un pH neutro) por macroautofagia en esas 
condiciones, lo que contribuiría a incrementar el pH de los lisosomas. Por 
tanto, estos resultados apoyan los obtenidos con el marcador de 
macroautofagia LC3-II en los fibroblastos CLN3 y parecen indicar que la 
maduración de los autofagosomas en esta línea celular se encuentra 
afectada por un aumento del pH lisosomal. 
Este aumento en los valores del pH lisosomal que se observa en CLN3 
repercutirá sobre la actividad de las enzimas hidrolíticas lisosomales, 
especialmente la de aquellas cuyo pH óptimo es muy ácido. Una de estas 
es la enzima TPP1, cuya actividad se encuentra prácticamente ausente en 
la variante LINCL y que tiene un pH óptimo en el rango de 
aproximadamente 4,0-4,5 frente a los habituales de 6,0-6,5 en otras 
proteasas lisosomales (en su mayoría cisteína-proteasas, como las 
catepsinas B, H, L S y K). Por tanto, nos planteamos investigar la actividad 
de esta enzima a diferentes valores de pH, desde 3,5 hasta 6,5, para 
abarcar los valores de pH obtenidos en el ensayo de determinación del pH 
lisosomal. 
Los resultados de la figura 17 muestran que la actividad de TPP1 se ve 
especialmente disminuida (alrededor de un 60 %) al pH en el que se 
encuentran los lisosomas de los fibroblastos CLN3 incubados en un medio 
de alta proteólisis (6,1 ± 0,2). Por tanto, aunque en los extractos de 
fibroblastos CLN3 la actividad  de TPP1 se haya visto ligeramente 
aumentada al pH óptimo de la enzima (ver figura 8), su actividad al pH de 
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los lisosomas de las células procedentes de estos pacientes (ver tabla 2) se 
encuentra reducida de forma significativa. 
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Figura 17. Efecto del pH sobre la actividad de TPP1. Los fibroblastos control se incubaron 
en condiciones de alta proteólisis y se determinó la actividad de TPP1 a diferentes valores de 
pH utilizando AAF-AMC. Las medidas de la fluorescencia producida por la AMC escindida y la 
cuantificación de las proteínas se llevaron a cabo tal y como se describe en el apartado de 
Metodología. Los valores de URF µg de proteína y por min, que representan la media y la 
desviación típica a partir de tres experimentos por separado con muestras por triplicado, se 
expresan como porcentaje de la actividad máxima (a pH 4,0). Los asteriscos indican las 
diferencias estadísticamente significativas en comparación con los valores a pH 4,0 y 4,5 
(***p<0,005). 
Obviamente, es de esperar que este incremento del pH lisosomal en los 
fibroblastos CLN3 no solo afecte a la actividad de la enzima TPP1 sino que 
también lo haga con todas las enzimas lisosomales. Sin embargo, es más 
relevante para la patología estudiada el efecto de ese aumento de pH sobre 
la actividad de TPP1, ya que se sabe que esta proteasa inicia la 
degradación de la subunidad c de ATP-sintasa mitocondrial (y 
probablemente también la de otras proteínas hidrofóbicas menos 
abundantes). De hecho, la subunidad c sobre todo, junto a otros 
componentes muy hidrofóbicos, se encuentra presente en una elevada 
proporción en el material sin degradar que se acumula en los lisosomas de 
los fibroblastos CLN2 y CLN3 (Anderson et al., 2013; Pal et al., 2009). Así 
pues, y puesto que la actividad de TPP1 es esencial para evitar la 
acumulación en cuerpos de lipofuscina de estas proteínas hidrofóbicas sin 
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degradar, un defecto parcial (como ocurre en los fibroblastos CLN3 y quizás 
en algunas formas de LINCL) o uno total (como ocurre en los fibroblastos 
CLN2) en la actividad de esa enzima, determinan que se acumule 
lipofuscina en los lisosomas a un ritmo diferente. Esto ocasionará de 
manera más o menos temprana (LINCL o JNCL, respectivamente) la 
acumulación de cuerpos de lipofuscina y una disminución progresiva en la 
función de la macroautofagia. Puesto que se ha observado que la 
acumulación de lipofuscina disminuye la actividad de las hidrolasas 
lisosomales en células humanas del epitelio pigmentario de la retina 
(Shamsi & Boulton, 2001), este podría ser el principal factor 
desencadenante de la inhibición de la autofagia en las lipofuscinosis 
ceroideas neuronales y podría explicar el retraso en la aparición de la 
enfermedad en la variante CLN3. 
 
3.1.2. Estudio de la vía ubicuitina-proteasomas 
Puesto que hemos visto que la macroautofagia se encuentra alterada en los 
fibroblastos procedentes de pacientes de lipofuscinosis ceroidea neuronal y 
que se sabe que las vías proteolíticas están interconectadas, quisimos 
averiguar si el otro de los dos mecanismos principales de degradación 
intracelular de proteínas, es decir, la vía ubicuitina-proteasomas, se 
encontraba también alterado en los fibroblastos CLN2 y CLN3. 
La vía ubicuitina-proteasomas es, junto con la macroautofagia, el 
mecanismo de degradación intracelular de proteínas más importante que 
opera en las células eucarióticas (Ciechanover, 2012; Glickman & 
Ciechanover, 2002; Knecht et al., 2009; Tanaka et al., 2012), aunque ambas 
vías degradativas se diferencian en numerosos aspectos, principalmente en 
los sustratos que degrada cada una y en la especificidad en su 
reconocimiento. En ese sentido, los proteasomas se encargan, sobre todo 
pero no exclusivamente, de la degradación de proteínas desnaturalizadas o 
mal plegadas y de las proteínas con vidas medias cortas o muy cortas, 
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reconociéndolas de forma específica a través de su poliubicuitinación o de 
otras señales mucho más minoritarias (Amm et al., 2014; Pickart, 1997). 
Como ya se ha comentado en la Introducción general, la vía ubicuitina-
proteasomas degrada las proteínas a través de un mecanismo continuo en 
dos etapas. En la primera, mediante una cascada enzimática se 
poliubicuitinan las proteínas que en una segunda etapa van a ser 
degradadas por el proteasoma 26S/30S hasta los aminoácidos 
constituyentes, siendo su actividad similar a la quimotripsina la más 
importante de las tres actividades proteolíticas que posee (Tanaka et al., 
2012). Por ello, hemos analizado de forma separada estos dos procesos, 
estudiando por un lado los niveles de proteínas poliubicuitinadas, que son 
los sustratos principales del proteasoma 26S/30S, y por otro la actividad 
similar a la quimotripsina de los proteasomas. 
 
3.1.2.1. Análisis de los niveles de poliubicuitinación 
El estudio se ha llevado a cabo por Western-blot, utilizando un anticuerpo, el 
FK2, que reconoce tanto a las proteínas mono como las poliubicuitinadas 
(figura 18). Los niveles de proteínas poliubicuitinadas se han estudiado en 
los fibroblastos control y en los procedentes de pacientes, en condiciones 
de alta o baja proteólisis y con o sin un inhibidor de la actividad de los 
proteasomal, el MG132, ya que una vez poliubicuitinadas las proteínas que 
van a degradarse son rápidamente eliminadas por los proteasomas. 
Comparando ambas situaciones, sin y con el inhibidor, podemos averiguar 
si la alteración de la ubicuitinación se debe al fallo en la primera, en la 
segunda o en las dos etapas de degradación a través de esta vía. De esta 
manera, tenemos una indicación de la actividad del primer paso de la vía 
ubicuitina-proteasomas, que es el más importante puesto que decidirá el 
destino final de la proteína así marcada. La inhibición se realizó durante un 
tiempo de 4 h, elegido para permitir analizar niveles suficientes de proteínas 
poliubicuitinadas. 
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Los resultados que se muestran en la figura 18 no indican cambios 
estadísticamente significativos en los niveles de las proteínas 
poliubicuitinadas en los fibroblastos de los pacientes respecto a los de los 
controles, en ninguna de las condiciones ensayadas (con y sin MG132, alta 
o baja proteólisis). Por tanto, esta primera etapa de ubicuitinación parece no 
tener un papel relevante en las lipofuscinosis ceroideas neuronales infantil 
tardía y juvenil al no verse alterado el marcaje de proteínas para su 
degradación por los proteasomas. 
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Figura 18. No se observan cambios significativos en la poliubicuitinación de proteínas en 
los fibroblastos CLN2 y CLN3 respecto los controles, tanto en presencia como en 
ausencia del inhibidor de los proteasomas MG132. Los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 
confluentes se incubaron en medio de baja o alta proteólisis durante 4 h sin (A) o con (B) el 
inhibidor de proteasomas MG132. Los resultados se presentan como porcentaje de los niveles 
de proteínas poliubicuitinadas respecto a los de actina, y representan la media y la desviación 
típica de tres experimentos por separado. No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en ninguna de las condiciones estudiadas. 
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3.1.2.2. Actividad de los proteasomas 
Los proteasomas tienen tres actividades proteolíticas (ver Introducción 
general). De ellas analizamos la actividad similar a la quimotripsina, ya que 
se ha demostrado que es la más relevante en la degradación intracelular de 
proteínas (Kisselev & Goldberg, 2005).  
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Figura 19. La actividad proteolítica de los proteasomas en los fibroblastos procedentes de 
pacientes no presenta alteraciones significativas. A) Para el ensayo por luminiscencia de la 
actividad de proteasomas se empleó el kit Proteasome-Glo Cell-Bassed Assay tal como se 
describe en el apartado de Metodología. Los ensayos se realizaron con fibroblastos humanos 
control, CLN2 y CLN3 en confluencia e incubados durante 90 min en condiciones de alta o baja 
proteólisis. Los resultados, en unidades relativas de luminiscencia (URL) por μg de proteína, se 
expresan en porcentaje respecto a los valores obtenidos en los fibroblastos control en medio de 
alta proteólisis y son la media y la desviación típica de tres experimentos por separado con 
muestras por triplicado. No se observaron cambios estadísticamente significativos en ninguna de 
las dos condiciones estudiadas. B) Los fibroblastos humanos control, CLN2 y CLN3 se incubaron 
con valina tritiada y se realizaron experimentos de «pulso» y «caza» para proteínas de vida media 
larga en medio de alta proteólisis como se describe en el apartado de Metodología. Se muestra la 
degradación de proteínas totales (ver figura 9) y la contribución de la vía proteasomal a esa 
degradación, determinada como se ha descrito anteriormente para lisosomas y macroautofagia, 
pero empleando lactacistina (10 μM) como inhibidor de los proteasomas. Los resultados se 
presentan como porcentaje de las proteínas marcadas que se degradan por hora, y corresponden 
a la media y la desviación típica de entre ocho y quince experimentos independientes con 
muestras por duplicado. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de proteínas 
degradadas por proteasomas entre las células control y las de pacientes. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas respecto a los fibroblastos control (***p<0,005). 
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Los resultados, que se presentan en la figura 19A, no muestran ninguna 
diferencia significativa entre los fibroblastos procedentes de pacientes y los 
control en ninguna de las dos condiciones ensayadas. 
Muchas veces, pero no siempre, cuando se produce un defecto en una de 
las vías proteolíticas ocurre un aumento de otra actividad para tratar de 
paliar, al menos parcialmente, ese defecto (Benbrook & Long, 2012; 
Rodríguez-Muela et al., 2013). Por eso tratamos de ver si se producía un 
aumento de la actividad proteasomal para compensar la disminución de la 
macroautofagia que ocurre cuando las células se incuban en medio de alta 
proteólisis. Para ello se analizó también la actividad de los proteasomas 
mediante experimentos de «pulso» y «caza» en condiciones de alta 
proteólisis para proteínas de vida media larga (figura 19B). Como era de 
esperar, por datos anteriores del laboratorio (Fuertes et al., 2003b), en 
condiciones de alta proteólisis se produce un pequeño aumento en la 
actividad similar a la quimotripsina de los proteasomas. Sin embargo, 
nuevamente comprobamos que la degradación proteasomal no se ve 
afectada de forma significativa ni en los fibroblastos procedentes de 
pacientes con la variante infantil tardía de lipofuscinosis ceroidea neuronal 
ni en los de pacientes con la variante juvenil de la enfermedad. 
Por tanto, si resumimos los resultados de la poliubicuitinación (ver 
figura 18), los de la actividad similar a la quimotripsina de los proteasomas 
(ver figura 19A) y los experimentos de «pulso» y «caza» (ver figura 19B), 
podemos concluir que la vía ubicuitina-proteasomas no se ve alterada de 
forma significativa en ninguna de sus dos etapas, ni en la ubicuitinación ni 
en la degradación propiamente dicha de los sustratos poliubicuitinados en 
los fibroblastos procedentes de pacientes. Por tanto, esta vía de 
degradación intracelular de proteínas, que junto a la macroautofagia es la 
más importante en la degradación intracelular de proteínas, no juega 
aparentemente un papel relevante en las dos patologías estudiadas. Por 
tanto, las alteraciones que observamos en la degradación intracelular de 
proteínas (ver figura 9) corresponderían todas a las vías lisosomales y, más 
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en concreto, a la macroautofagia (ver arriba toda la sección 3.1.1 de este 
apartado). 
3.2. Estudio de algunas de las vías de señalización implicadas 
en la regulación de la macroautofagia 
En los resultados presentados hasta ahora hemos mostrado que los 
fibroblastos CLN2 y CLN3 presentan una menor degradación intracelular de 
proteínas a través de las vías lisosomales, y que este descenso puede 
explicarse debido a una reducción en la actividad macroautofágica. 
Además, hemos visto alteraciones en la formación de las vacuolas 
autofágicas en ambas líneas celulares, así como también cambios en los 
valores del pH lisosomal en los fibroblastos CLN3. 
La macroautofagia es un proceso altamente regulado y sus principales, pero 
no únicos, reguladores son los hormonales, como la insulina, y los 
nutricionales, como los aminoácidos. Por tanto, hemos utilizado la insulina y 
los aminoácidos de forma conjunta para analizar las principales vías de 
señalización que regulan la macroautofagia en respuesta a estas señales 
hormonales y nutricionales. Sin embargo, conviene señalar que la 
regulación de la macroautofagia es complejísima y el estudio en un solo 
trabajo del gran número de vías reguladoras que se han propuesto hasta 
ahora es una tarea prácticamente imposible. Por eso aquí nos hemos 
limitado a hacerlo con las más importantes y mejor establecidas. Hemos 
dejado de lado, por ejemplo, otras vías reguladoras también importantes, 
como las que transcurren a través de AMPK y de la fosforilación de Ulk1 
(ver Moruno, tesis doctoral y Ghislat, tesis doctoral), porque en cualquier 
caso ejercen su acción a través de mTOR. Por ejemplo, mTOR y AMPK son 
las quinasas responsables de la fosforilación de Ulk1 con efectos opuestos 
(Alers et al., 2012). 
La cascada de señalización celular iniciada por la insulina se conoce desde 
hace tiempo. Brevemente, la acción de esta hormona comienza con la unión 
a su receptor tirosina quinasa en la superficie celular y su posterior 
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activación. Tras la unión de la insulina, el receptor sufre una serie de 
transfosforilaciones intramoleculares y fosforila también residuos de tirosina 
de un importante número de sustratos próximos que incluyen, entre otros, a 
miembros de la familia de sustratos del receptor de la insulina (IRS1/2/3/4) 
(Gual et al., 2005). La fosforilación en tirosinas de las proteínas IRS crea 
sitios de reconocimiento para moléculas efectoras adicionales que 
contienen dominios SH2, entre las que, de manera más importante, se 
incluye la subunidad reguladora de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) de 
clase IA. Una de las dianas de PI3K es la proteína quinasa B (PKB), una 
serina/treonina quinasa también llamada Akt (Yasukawa et al., 2005). Akt 
evita la formación del complejo TSC1/2 (complejo de esclerosis tuberosa 
1/2) mediante la fosforilación de la proteína TSC2. Este complejo induce la 
actividad GTPasa de RHEB, que en su forma unida al GTP actúa como un 
activador del complejo mTORC1, inhibiendo así la autofagia (Wang & 
Levine, 2010). 
En cambio, por lo que respecta a los aminoácidos, no existe un consenso 
general para el mecanismo mediante el cual, tanto su presencia como su 
ausencia, regulan la autofagia, e incluso cuando se ha propuesto una 
determinada vía tampoco se han esclarecido todos los pasos implicados en 
esa señalización (Ghislat et al., 2012; Jewell et al., 2013). Además, incluso 
los aminoácidos reguladores (ya que no todos los veinte lo son) pueden ser 
diferentes dependiendo del tipo celular (Esteban et al., 2007). En cualquier 
caso, los aminoácidos parece que también y sobre todo regulan la 
macroautofagia a través de mTORC1 (Meijer, 2008; Yan & Lamb, 2012). 
Así, por ejemplo, hace casi una década algunos grupos (Byfield et al., 2005; 
Nobukini et al., 2005) propusieron que los aminoácidos estimulaban 
mTORC1 a través de la PI3K de clase III, aunque esta hipótesis no está 
clara debido a que esta enzima también participa en la iniciación de la 
autofagia de un modo independiente de mTOR (Maiuri et al., 2010). 
También se ha descrito que el sensor de aminoácidos LRS (Leucil-tRNA 
sintetasa) en mamíferos (Han et al., 2012) activa a mTORC1 a través de la 
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GTPasa Rac, un mediador bien caracterizado de la disponibilidad de 
aminoácidos en el citosol.  
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Figura 20. Esquema simplificado de algunas de las principales proteínas que intervienen 
en la regulación de la macroautofagia a través de mTOR por hormonas y nutrientes y que 
se mencionan aquí. Los círculos en amarillo indican las fosforilaciones estudiadas en este 
trabajo. Ver explicación en el texto. 
Por tanto, puesto que la insulina y los aminoácidos regulan la autofagia, y 
ambos reguladores ejercen o pueden ejercer su acción a través de mTOR 
(Jung et al., 2010), hemos estudiado los niveles de fosforilación de varias 
proteínas corriente arriba de mTOR, como Akt y dos MAPK, la p38α y 
ERK1/2. Finalmente, hemos estudiado los niveles de fosforilación de dos 
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sustratos de mTOR, p70 S6K y 4E-BP1, cuya fosforilación es indicativa de 
la actividad del complejo mTORC1 y, por tanto, de la inhibición de la 
macroautofagia (figura 20). 
En la figura 21 se muestra cómo después de la incubación con insulina y 
aminoácidos (IAa), Akt se encuentra significativamente más fosforilada en la 
T308 (que responde a los estímulos hormonales) en los fibroblastos CLN3 y 
en los CLN2 respecto a sus controles. Mientras que en la S473, que 
responde a los estímulos nutricionales, solo está activada en los fibroblastos 
CLN2. El aumento en la fosforilación de Akt en los fibroblastos CLN2 y 
CLN3 es coherente con el descenso en la formación de las vacuolas 
autofágicas observado mediante al análisis del marcador LC3-II (ver 
figura 11), puesto que la activación de esta vía conduce a la activación de 
mTOR y, por tanto, a la inhibición de la formación de las vacuolas 
autofágicas. 
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Figura 21. El activador de mTOR, Akt, se encuentra más fosforilado en los fibroblastos 
CLN3 y, sobre todo, en los CLN2. Los fibroblastos control (CTRL), CLN2 y CLN3 se 
incubaron en medio de alta (KH) o baja (IAa) proteólisis. Los lisados se analizaron mediante 
Western-blot utilizando anticuerpos frente a las formas fosforiladas de Akt, Akt-Thr 308 (P-Akt-
T) y Akt-Ser 473 (P-Akt-S), y frente a Akt total. Las bandas correspondientes a las dos formas 
fosforiladas, obtenidas a partir de tres experimentos diferentes, se densitometraron y se 
normalizaron respecto a la proteína total (Akt). Los datos se representan como porcentaje 
relativo al valor máximo. Los asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas 
respecto a los correspondientes valores control en condiciones de alta o baja proteólisis 
(**p<0,01 y ***p<0,005). 
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En estas mismas condiciones, por su relación directa con el estrés celular, 
analizamos también los niveles de fosforilación de las MAPK p38α y 
ERK1/2 (figura 22). Estas dos quinasas pueden activar a mTOR y 
responden generalmente a citoquinas proinflamatorias y a señales por 
estrés, como el térmico, el osmótico o el oxidativo. Además, ERK1/2 se 
activa también en respuesta a varios factores de crecimiento (Plotnikov et 
al., 2011; Roskoski, 2012). 
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Figura 22. Las MAPK p38α y ERK1/2 se encuentran también significativamente más 
activadas en los fibroblastos CLN2. Los fibroblastos control (CTRL), CLN2 y CLN3 se 
incubaron en medio de alta (KH) o baja (IAa) proteólisis. Los lisados se analizaron mediante 
Western-blot utilizando anticuerpos frente a las formas fosforiladas de p38α (P-p38α) y 
ERK1/2 (P-ERK 1/2) así como para sus respectivas formas totales, p38α y ERK1/2. Las 
bandas correspondientes a las dos formas fosforiladas, obtenidas a partir de tres 
experimentos diferentes, se densitometraron y se normalizaron respecto a su correspondiente 
proteína total. Los datos se representan en porcentaje relativo al valor máximo en cada caso. 
Los asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas respecto a los valores 
control correspondientes para las condiciones de alta y baja proteólisis (*p<0,05, **p<0,01 y 
***p<0,005). 
Los resultados obtenidos muestran que ambas MAPK se encuentran 
considerablemente más activadas en los fibroblastos CLN2. En cambio, en 
los fibroblastos CLN3 estas MAPK se encuentran ligeramente pero de 
manera significativa menos activadas que en los fibroblastos control, e 
incluso en el caso de p38α en condiciones de baja proteólisis no hubo 
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diferencias significativas con los fibroblastos control. Estas diferencias en la 
activación de ambas MAPK entre los fibroblastos control y procedentes de 
pacientes de LINCL y JNCL pueden deberse a una mayor activación en 
respuesta a la insulina, o a diferentes niveles de factores de estrés en 
estas células, que son uno de los factores moduladores de la actividad de 
estas MAPK. 
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Figura 23. Los sustratos de mTOR, p70 S6K y 4E-BP1 se encuentran significativamente más 
activados en los fibroblastos CLN2 y CLN3. Los fibroblastos control (CTRL), CLN2 y CLN3 se 
incubaron en medio de alta (KH) o baja (IAa) proteólisis. Los lisados se analizaron mediante 
Western-blot utilizando anticuerpos frente a las formas fosforiladas de p70 6SK (P-p70 S6K) y 4E-
BP1 (P-4E-BP1), así como frente a sus respectivas formas totales, p70 6SK y 4E-BP1. Las bandas 
correspondientes a las dos formas fosforiladas, obtenidas a partir de tres experimentos diferentes, 
se densitometraron y se normalizaron respecto a su correspondiente proteína total. Los datos se 
representan en porcentaje relativo al valor máximo en cada caso. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas respecto a los valores control en las correspondientes condiciones 
de alta o baja proteólisis (*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005). 
Aunque existen algunas interpretaciones alternativas, la mayoría de 
autores considera que Akt y las MAPK p38α y ERK1/2 convergen a nivel 
de mTOR (Knecht el al., 2009). Por eso finalmente, a fin de estudiar el nivel 
de actividad de mTOR y, por tanto, la inhibición de la autofagia, analizamos 
en esas mismas condiciones de alta y baja proteólisis los niveles de 
RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
 
98 
 
activación de dos de sus sustratos inmediatos, la quinasa p70 S6 
(p70 S6K) y la proteína 1 de unión a 4E (4E-BP1) (figura 23). 
Los resultados muestran, como era de esperar por los datos de la literatura 
(Knecht et al., 2009; Sengupta et al., 2010), una mayor fosforilación de los 
sustratos de mTOR en condiciones de baja proteólisis. Esto ocurre en todos 
los tipos celulares estudiados aquí y esa situación corresponde a cuando la 
macroautofagia está notablemente reducida por la actividad de mTOR. 
Además, los datos obtenidos en esos experimentos indican que los 
sustratos de mTOR, p70 S6K y 4E-BP1, están significativamente más 
fosforilados en los fibroblastos CLN2 y CLN3 en comparación con los 
controles. Sin embargo, este aumento en la fosforilación ocurre en menor 
medida en CLN3. Por tanto, estos resultados están en concordancia con los 
presentados anteriormente en cuanto a que existe una mayor inhibición de 
la macroautofagia en las células procedentes de pacientes de LINCL y 
JNCL, a los que se añade ahora la conclusión de que mTOR jugaría un 
papel importante en esa reducción. 
Así pues, la reducción en la formación de los autofagosomas puede estar 
relacionada con la activación, como consecuencia de una señal no 
identificada, de la vía Akt-mTOR, especialmente en los fibroblastos CLN2, y 
de las quinasas p38α y ERK1/2, que también pueden converger en mTOR. 
Analizando en conjunto los resultados obtenidos hasta ahora, no solamente 
encontramos diferencias significativas entre los fibroblastos control y los 
procedentes de pacientes sino también entre estos últimos. Estas 
diferencias podrían ayudar a explicar el que la edad de aparición y la 
gravedad de las variantes infantil tardía (LINCL) y juvenil (JNCL) sean 
distintas. En ese sentido, en los resultados que aquí se presentan se 
muestra un aumento de aproximadamente 0,5 unidades en el pH lisosomal 
en los fibroblastos CLN3 (JNCL) pero no en los CLN2 (LINCL). Este 
aumento reduciría de forma significativa la actividad de la enzima TPP1, que 
se encuentra ausente en LINCL. La enzima TPP1 inicia la degradación de 
proteínas hidrofóbicas pequeñas, como la subunidad c de la ATP-sintasa 
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mitocondrial, que se acumula en estas dos variantes, en los depósitos de 
lipofuscina del interior de los lisosomas de estos pacientes. La mayor 
reducción en la actividad de la enzima TPP1 en LINCL contribuirá a una 
mayor alteración en la regulación de la macroautofagia, probablemente 
afectando a las vías de señalización que regulan esta vía degradativa. Por 
tanto, estas diferencias entre las células CLN2 y CLN3 podrían explicar las 
diferencias en la edad de aparición de las dos variantes de la enfermedad. 
 
3.3. Análisis de posibles alteraciones en la actividad de vías 
endocíticas 
Tanto las vías autofágicas como las endocíticas convergen en los lisosomas 
para degradar su contenido. Además, ambos procesos comparten proteínas 
implicadas en su regulación, como la PI3K de clase IA o la proteína Rab5 
entre otras (Dou et al., 2013; Hunker et al., 2006). Puesto que a través de 
estos dos mecanismos se acumula material sin degradar en el interior de los 
lisosomas, las alteraciones observadas en la función lisosomal podrían tener 
también consecuencias sobre los diferentes mecanismos de endocitosis. 
Por ello hemos estudiado las principales vías endocíticas en fibroblastos de 
pacientes de LINCL y JNCL en comparación con los fibroblastos control. 
Concretamente, y dentro de la gran variedad de estas vías, nos hemos 
centrado en tres: la macropinocitosis, la endocitosis mediada por receptor, 
dependiente de clatrina y dinamina, y la endocitosis mediada por caveolas 
dependiente de dinamina. 
 
3.3.1. Macropinocitosis 
La macropinocitosis es un proceso endocítico dependiente de actina, en el 
que, mediante extensiones de la membrana plasmática que se pliegan 
sobre ella misma, se internaliza el medio extracelular secuestrado. Las 
vacuolas formadas, los macropinosomas, presentan un tamaño variable 
entre 0,2 y 5 µm (Bohdanowicz & Grinstein, 2013; Donaldson et al., 2009). 
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Figura 24. La macropinocitosis se encuentra reducida en los fibroblastos CLN2 y, 
especialmente, en los CLN3. Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de 
fibroblastos control, CLN2 y CLN3 incubados en medio de alta proteólisis, primero durante 1 h a 
37 ºC y, a continuación, durante 2 h añadiendo 0,5 mg/ml de FITC-dextrano, tal y como se 
describe en Metodología. Barra: 50 µm. Las ampliaciones muestran las células con un mayor 
aumento. Barra: 20 µm. 
Para estudiar la macropinocitosis comparamos, mediante microscopía de 
fluorescencia, la internalización del FITC-dextrano por parte de los 
fibroblastos control, CLN2 y CLN3 en medio de alta proteólisis. Como se 
muestra en la figura 24, la macropinocitosis es menor en los fibroblastos 
CLN2 y CLN3 que en los controles. 
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Figura 25. La macropinocitosis se encuentra disminuida en los fibroblastos CLN2 y 
CLN3. Para cuantificar la internalización a través de la macropinocitosis, los fibroblastos se 
incubaron en medio de alta proteólisis durante 1 h a 37 ºC y a este medio se añadieron 
0,5 mg/ml de FITC-dextrano durante los periodos de tiempo indicados en el histograma. A 
continuación se lavaron las células con PBS frío y se analizaron mediante citometría de flujo tal 
y como se describe en Metodología. Los resultados indican el porcentaje de células 
fluorescentes marcadas con FITC y representan la media y la desviación típica de tres 
experimentos independientes con muestras por triplicado. Los asteriscos indican las diferencias 
estadísticamente significativas respecto a los correspondientes valores control en cada 
momento (*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005). 
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Para confirmar estos resultados, estudiamos la macropinocitosis mediante 
otra técnica, la citometría de flujo, incubando las células con FITC-dextrano 
a diferentes tiempos, desde 0 hasta 360 min. Tras las 6 h de internalización, 
el porcentaje de células que contenían FITC-dextrano en CLN2 y CLN3 era 
menor que en los fibroblastos control, en aproximadamente un 35 % y 70 % 
respectivamente (figura 25). 
A pesar de que aparentemente la macropinocitosis en los fibroblastos CLN3 
es menor que en los CLN2, hay que tener en cuenta que el FITC es un 
fluoróforo cuya intensidad de fluorescencia es dependiente del pH. Por eso, 
una parte del descenso observado en el porcentaje de células que han 
internalizado este fluoróforo en los fibroblastos CLN3 se debe al aumento 
del pH lisosomal en estas células. Los experimentos realizados 
anteriormente para determinar el pH lisosomal, en los que también se utilizó 
este mismo fluoróforo, permiten estimar que el descenso real en la actividad 
de la macropinocitosis en los fibroblastos CLN3 sería solamente la mitad 
aproximadamente del observado (ver tabla 2). Por tanto, la macropinocitosis 
en CLN3 está alterada de forma similar a como lo está en CLN2. 
 
3.3.2. Endocitosis mediada por el receptor de EGF 
En la endocitosis mediada por receptor, las células internalizan de forma 
continua los receptores de su superficie a través de un proceso dependiente 
de clatrina y dinamina. Tras su internalización, se reciclan o se dirigen a los 
lisosomas para su degradación en proporciones variables dependiendo del 
receptor (Mayor & Pagano, 2007). Concretamente, el receptor de EGF, que 
es el que hemos elegido para estudiar esta endocitosis en los fibroblastos 
control, CLN2 y CLN3, corresponde al grupo de receptores que se dirigen 
mayoritariamente a degradación. 
En líneas generales, la endocitosis de EGF, como otras endocitosis 
mediadas por receptor, puede dividirse en tres etapas principales: la unión 
del ligando al receptor, la internalización del complejo ligando-receptor y la 
degradación del ligando una vez liberado del receptor. 
RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
 
102 
 
Para estudiar la unión del EGF a su receptor utilizamos AF488-EGF a tres 
concentraciones diferentes (0,2, 2 y 10 µg/ml), la mayor de ellas unas 100 
veces más elevada que las utilizadas habitualmente en los ensayos de 
endocitosis. A ninguna de estas concentraciones se encontraron diferencias 
significativas en la unión del ligando al receptor entre los fibroblastos control 
y los CLN2 y CLN3 (datos no mostrados). Así pues, parece que esta etapa 
no se encuentra alterada en las células procedentes de pacientes. 
 
3.3.2.1. Internalización del ligando 
Para analizar la etapa de internalización en la endocitosis mediada por el 
receptor de EGF estudiamos mediante citometría de flujo las diferentes 
células, incubadas con el AF488-EGF a diferentes tiempos, desde 0 hasta 
90 min. 
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Figura 26. La internalización de EGF no presenta cambios significativos en los 
fibroblastos CLN2 y CLN3 en comparación con los fibroblastos control. Tal como se 
describe en Metodología, los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron a 37 ºC durante 
1 h en medio de alta proteólisis, añadiendo a continuación 200 ng/ml de AF488-EGF durante 
los tiempos que se indican. Las medidas de citometría de flujo se tomaron después de lavar las 
células y de una incubación de 30 min a 37 ºC. En el histograma se muestran los porcentajes 
de células marcadas, y representan la media y la desviación típica de tres experimentos 
independientes con muestras por triplicado. No se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en ningún caso. 
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Los resultados de la figura 26 muestran que la internalización del ligando 
tampoco se encuentra alterada de forma significativa en los fibroblastos 
procedentes de pacientes. 
 
3.3.2.2. Degradación de EGFR 
Una vez endocitado, el complejo receptor-ligando viaja hasta los 
endosomas tardíos. Allí se separa del receptor y continúa hasta los 
lisosomas para degradarse. Por su parte, el receptor también puede seguir 
la vía lisosomal para degradarse o puede entrar en un proceso de reciclaje 
para volver de nuevo a la membrana plasmática. 
Puesto que tanto el ligando como el receptor llegan hasta los lisosomas 
para su degradación y, además, el receptor puede incorporarse a un 
proceso de reciclaje de nuevo hacia la membrana plasmática, hemos 
estudiado estos dos procesos para EGFR en los fibroblastos CLN2 y CLN3, 
ya que podrían verse afectados como consecuencia de las alteraciones 
lisosomales observadas en estas células. 
Para analizar la degradación del receptor de EGF, incubamos los 
fibroblastos durante diferentes tiempos a una concentración del ligando de 
100 ng/ml que, a diferencia de concentraciones inferiores, hace que el 90 % 
de su receptor se dirija también a los lisosomas para su degradación 
(Sigismund et al., 2008). 
Los resultados de la figura 27 muestran un retraso en la degradación de 
EGFR inducida por el ligando en los fibroblastos CLN3 cuando se comparan 
con los fibroblastos control, mientras que no se obtuvieron diferencias 
significativas en los fibroblastos CLN2. 
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Figura 27. EGFR se acumula en los fibroblastos CLN3. Tal como se describe en 
Metodología, los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron durante 30 min en medio de 
alta proteólisis, añadiendo a continuación 100 ng/ml de EGF para estudiar la degradación de 
este receptor durante los tiempos que se indican. Los extractos totales preclarificados se 
analizaron mediante Western-blot con anticuerpos frente a EGFR. En el histograma se 
representan las medias y desviación estándar de los valores de densitometría de tres 
experimentos independientes. Los valores obtenidos corresponden a la relación de EGFR 
respecto a la actina (***p<0,005). 
En estas mismas condiciones, se analizó la fosforilación de EGFR y 
solamente se observaron unos niveles de fosforilación superiores a los del 
control en CLN3 (figura 28). En conjunto, la menor degradación y la mayor 
fosforilación del receptor sugieren que el complejo receptor-ligando tarda 
más en llegar hasta los lisosomas, acumulándose seguramente en los 
endosomas tempranos y/o tardíos. Esto puede ser debido al aumento en el 
pH lisosomal en los fibroblastos CLN3, que daría lugar a alteraciones en la 
fusión de las vesículas. 
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Figura 28. La fosforilación de EGFR se encuentra aumentada en los fibroblastos CLN3. 
Los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron en medio de alta proteólisis durante 1 h a 
37 ºC, y a continuación se añadió 100 ng/ml de EGF durante los tiempos que se indican, tal y 
como se explica en Metodología. Los extractos totales preclarificados se analizaron por 
Western-blot con anticuerpos frente a la forma fosforilada (T-845) de EGFR. En el histograma 
se representa la media de al menos tres experimentos diferentes, en los que se ha calculado la 
proporción de EGFR fosforilado respecto a la actina. Los asteriscos indican las diferencias 
estadísticamente significativas respecto a los correspondientes valores control en cada 
momento (**p<0,01 y ***p<0,005). 
3.3.2.3. Reciclaje de EGFR 
Puesto que los resultados de degradación y fosforilación de EGFR en los 
fibroblastos CLN3 indican que el complejo receptor-ligando puede estar 
acumulándose en los endosomas, es posible que su reciclaje hasta la 
membrana plasmática también se encuentre alterado. 
Para estudiar esta posibilidad, se marcaron con biotina las proteínas 
presentes en la superficie de la membrana plasmática (carril 1 de cada línea 
celular de la figura 29). Se añadió EGF 2 ng/ml para favorecer la 
internalización de su receptor (EGFR) y, pasados 30 min, se eliminó la 
biotina presente en la membrana plasmática tratando las células con 
glutatión reducido, dando lugar al remanente intracelular de EGFR y demás 
proteínas biotiniladas (carril 2 de cada línea celular de la figura 29). A 
continuación, se permitió el reciclaje del remanente intracelular de EGFR de 
nuevo hacia la membrana plasmática añadiendo EGF 2 ng/ml, durante 
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30 min (carril 3 de cada línea celular de la figura 29). Tras esta segunda 
incubación también se eliminó con glutatión reducido la biotina de las 
proteínas recicladas presentes en la membrana, con lo que obtenemos la 
cantidad de EGFR biotinilado todavía presente en el interior de la célula 
(carril 4 de cada línea celular de la figura 29). Por tanto, estimamos la 
proporción de receptor reciclado mediante la diferencia entre las calles 3 y 4 
de cada línea celular. 
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Figura 29. El reciclaje de EGFR se encuentra aumentado en los fibroblastos CLN3. Los 
fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron en medio de alta proteólisis durante 1 h a 
37 ºC. A continuación las células se trataron con 2 ng/ml de EGF marcando el receptor de 
superficie con biotina y añadiendo glutatión donde se indica, tal y como se explica en 
Metodología. Las proteínas unidas a estreptavidina se recuperaron y se analizó la cantidad de 
receptor biotinilado mediante Western-blot con anticuerpos frente a la forma total de EGFR. En 
el histograma se representa la media de al menos tres experimentos diferentes expresados 
como intensidad relativa de EGFR respecto a la transferrina. Los asteriscos indican las 
diferencias estadísticamente significativas respecto a los correspondientes valores control en la 
degradación (calculada como la diferencia entre las calles 2 y 3) y en el reciclaje (calculado 
como la diferencia entre las calles 3 y 4) de EGFR (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005). 
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La figura 29 muestra un mayor reciclaje de EGFR solamente en los 
fibroblastos CLN3. Por tanto, en estas células el receptor acumulado en los 
endosomas no avanzaría hacia su degradación en los lisosomas, sino que 
se reciclaría hacia la membrana. 
Tomados en conjunto, estos datos sugieren que, como consecuencia del 
aumento en el pH lisosomal, en los fibroblastos CLN3 el EGFR endocitado 
se puede estar acumulando inicialmente en los endosomas, sin poder pasar 
a los lisosomas para ser degradado, con lo que su reciclaje hacia la 
superficie celular se encuentra aumentado. 
 
3.3.3. Endocitosis mediada por caveolas 
Por último, estudiamos la actividad de la vía endocítica mediada por 
caveolas. Para ello utilizamos BodiPY FLC5, un fluoróforo que se internaliza 
específicamente a través de esa vía (Marks et al., 2008). 
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Figura 30. La endocitosis mediada por caveolas no está alterada en los fibroblastos 
CLN2 y CLN3 en comparación con las células control. Tal como se describe en 
Metodología, los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron a 37 ºC durante 1 h en medio 
de alta proteólisis, añadiendo a continuación 0,5 µM de BodiPY FL Ceramida durante los 
tiempos que se indican. Las muestras se analizaron por citometría de flujo tras su 
procesamiento, como se indica en Metodología. No se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en ningún caso. 
El análisis por citometría de flujo con BodiPY FL Ceramida se realizó a tres 
concentraciones diferentes (0,5, 1 y 5 µM), la mayor de ellas 10 veces más 
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elevada que la utilizada en los ensayos de internalización. No se encontraron 
diferencias significativas en la unión del ligando a su receptor entre los 
fibroblastos control y los CLN2 y CLN3 a ninguna de estas concentraciones 
(datos no mostrados). Así pues, al igual que en la endocitosis mediada por 
clatrina, parece que en la mediada por caveolas esta etapa de unión no se 
encuentra alterada en las células procedentes de pacientes. 
Tampoco se observaron diferencias significativas entre los fibroblastos 
control y los procedentes de pacientes en cuanto a la internalización del 
fluoróforo mediante citometría de flujo (figura 30). 
 
3.4. Otras consecuencias de la alteración de la macroautofagia 
en fibroblastos humanos de pacientes de LINCL y JNCL 
Puesto que los fibroblastos CLN2 y CLN3 presentaban como rasgo 
característico la acumulación de material sin degradar en el interior de los 
lisosomas y una disminución en la macroautofagia, cabe pensar que esta 
alteración pueda tener diferentes consecuencias negativas para las células. 
En este trabajo hemos investigado dos de ellas: a) las posibles alteraciones 
en el ciclo celular y b) las posibles alteraciones en el transporte de las 
enzimas lisosomales. 
 
3.4.1. Alteraciones en el ciclo celular 
Durante la realización de los diferentes ensayos del presente trabajo se 
observó que los fibroblastos CLN2 y CLN3 muestran un crecimiento más 
lento que los fibroblastos control. Para determinar si existían diferencias en 
el crecimiento entre las células control y las procedentes de pacientes 
realizamos curvas de crecimiento para todas las líneas de fibroblastos. 
En la figura 31 se muestra que en las células de los pacientes y, en especial en 
los fibroblastos CLN2, el crecimiento celular se encuentra algo reducido. Para 
calcular el tiempo de duplicación de la población se tomó el tramo lineal de cada 
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una de las curvas de crecimiento y el resultado obtenido fue de 33, 38 y 36 h 
para los fibroblastos control, CLN2 y CLN3, respectivamente. 
Al analizar la viabilidad celular utilizando Tripan Blue, los resultados 
mostraron una viabilidad cercana al 100 % en todos los casos (resultados 
no mostrados), por lo que la disminución en el crecimiento celular obtenido 
para las líneas CLN2 y CLN3 no se debe a una menor viabilidad de estas 
células. Así pues, estudiamos si este menor crecimiento celular estaba 
relacionado con una posible alteración en el ciclo celular. 
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Figura 31. Los fibroblastos CLN3 y, en mayor medida los CLN2, crecen más lentamente que 
las células control. Los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se cultivaron en medio completo durante 
doce días cambiando el medio cada tres días, tal como se describe en Metodología. Inicialmente se 
sembraron 50.000 células por línea y los recuentos se realizaron diariamente. 
El análisis del ciclo celular se realizó por citometría de flujo con yoduro de 
propidio, que permite separar las diferentes poblaciones celulares según su 
contenido en ADN y, por tanto, las diferencia según la fase del ciclo celular 
en la que se encuentren. Los resultados de la figura 32 muestran que los 
fibroblastos CLN2 se acumulan en la fase G0/G1 de forma significativamente 
mayor de lo que lo hacen los fibroblastos control. Esto ocurre a expensas de 
la fase S, puesto que el porcentaje de células que se encuentran en dicha 
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fase está también disminuido de forma significativa. El porcentaje de células 
en G2/M solamente se ve disminuido de forma no significativa en 
comparación con los fibroblastos control. La disminución en el número de 
células en fase S y el aumento en la fase G1 puede dar lugar a un 
enlentecimiento del ciclo celular en los fibroblastos CLN2, lo que explicaría 
las diferencias en la curva de crecimiento obtenida para estos fibroblastos 
en comparación con las células control. En cambio, no hubo diferencias 
significativas en ninguna de las etapas del ciclo celular en los fibroblastos 
CLN3 al compararlos con los fibroblastos control. 
El ciclo celular está regulado, entre otros factores, por los niveles de ROS, 
ya que su acumulación retrasa el ciclo celular antes de que tenga lugar la 
división de la célula, evitando la transmisión de mutaciones en el ADN a las 
siguientes generaciones (Zhu et al., 2014). Así pues, ya que una de las 
funciones de la autofagia es eliminar los orgánulos dañados, como las 
mitocondrias, el hecho de que la autofagia se encuentre disminuida en los 
fibroblastos CLN2 y CLN3 puede llevar a pensar que se pueden estar 
acumulando mitocondrias dañadas, lo que daría lugar a unos mayores 
niveles de ROS y por tanto, al aumento del estrés oxidativo (Filippon et al., 
2011; Fu et al., 2010). Este aumento en el estrés oxidativo, que se observa 
en otras enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, 
etc. (Wang et al., 2013; Yan et al., 2013), podría alterar el ciclo celular en los 
fibroblastos CLN2, explicando así el mayor tiempo de duplicación. 
Para comprobarlo, hemos medido los niveles de ROS en los fibroblastos 
CLN2 y CLN3 en condiciones de alta proteólisis, que es cuando la autofagia 
es más activa. Para ello las células se incubaron con hidroetidina (HE) y con 
dihidrorrodamina-123 (DRh123). Estas moléculas forman productos 
fluorescentes con el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno, 
respectivamente, que pueden detectarse mediante citometría de flujo. 
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Figura 32. Los fibroblastos CLN2 se acumulan en la fase G0/G1. Para analizar la distribución de 
las células en las diferentes fases del ciclo celular mediante citometría de flujo, los fibroblastos 
control, CLN2 y CLN3 en crecimiento exponencial se cultivaron en medio completo y se incubaron 
con yoduro de propidio como se describe en el apartado de Metodología. Los resultados del 
histograma se refieren al porcentaje de células que se encuentra en las fases G0/G1, S y G2/M del 
ciclo celular respecto del total y representan la media y la desviación típica de tres experimentos por 
separado con muestras por triplicado. También se muestran dot-blots representativos obtenidos en 
los ensayos de citometría para los fibroblastos control, CLN2 y CLN3. Los asteriscos indican las 
diferencias estadísticamente significativas respecto a los controles (***p<0,005). 
Los resultados de la figura 33 muestran que tanto el radical superóxido 
como el peróxido de hidrógeno se encuentran aumentados de forma 
significativa en los fibroblastos CLN3 y, en mayor medida, en los CLN2, en 
comparación con los fibroblastos control. 
Este aumento en los radicales libres, especialmente el del radical superóxido, 
sugiere una posible alteración en las mitocondrias en las células procedentes 
de pacientes. Para estudiar la funcionalidad mitocondrial se analizó tanto la 
morfología de las mitocondrias, utilizando MitoTracker Red, como el potencial 
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de membrana con TMRM. La acumulación de ambos fluoróforos en la 
mitocondria depende del potencial de membrana de la mitocondria. 
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Figura 33. Los fibroblastos CLN2 y CLN3 presentan mayores niveles de radicales superóxido 
y peróxido de hidrógeno que los fibroblastos control. Los fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se 
incubaron en condiciones de alta proteólisis con HE o DRh123 y las células se analizaron mediante 
citometría de flujo para detectar, respectivamente, radicales superóxido y peróxido de hidrógeno tal 
como se describe en Metodología. Los resultados expresados como URF en 10
5
 células, 
representan la media y la desviación típica de tres experimentos separados con muestras por 
triplicado. Los asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas respecto de los 
respectivos valores control (**p<0,01 y ***p<0,005). 
Los resultados que se muestran en la figura 34 indican que no se 
observaron diferencias significativas ni a nivel de la morfología mitocondrial 
(A) ni a nivel del potencial de membrana (B) en ninguna de las dos 
condiciones estudiadas (alta y baja proteólisis) entre las células control y las 
procedentes de pacientes con lipofuscinosis ceroidea neuronal. Por tanto, al 
contrario de lo que cabría esperar, el aumento en los niveles celulares de 
ROS no es consecuencia de la alteración de las mitocondrias. 
Aunque clásicamente se ha situado a la mitocondria como el centro del 
metabolismo de ROS y del estrés oxidativo, también los peroxisomas están 
claramente relacionados, ya que estos orgánulos poseen una elevada 
concentración de oxidasas que generan peróxido de hidrógeno, y porque 
también contienen diferentes enzimas antioxidantes, en especial la catalasa. 
Por ello se analizó la actividad catalasa en las células CLN2 y CLN3 en 
comparación con los fibroblastos control. Los resultados muestran un 
descenso significativo en la actividad catalasa en los fibroblastos CLN2 pero 
no en los CLN3 (figura 35). Ese descenso en la actividad no se debe a unos 
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menores niveles de proteína, tal como se observa en el Western-blot, ya 
que son similares en todas las líneas celulares. 
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Figura 34. Las mitocondrias de los fibroblastos CLN2 y CLN3 no se encuentran 
significativamente alteradas. A) Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia 
de los fibroblastos control, CLN2 y CLN3. Tal como se describe en Metodología, las células se 
crecieron sobre cubreobjetos, se incubaron en condiciones de alta y baja proteólisis durante 2 h 
y con MitoTracker Red 75 nM durante 15 min, en ambos casos a 37 ºC. A continuación, se 
fijaron con PFA 4 %/PBS durante 15 min a 37 ºC y se montaron utilizando el reactivo Fluor-
Save. Las imágenes que se muestran se tomaron en condiciones de alta proteólisis. B) Los 
fibroblastos control, CLN2 y CLN3 se incubaron en condiciones de alta o baja proteólisis 
durante 2 h, tras lo que se incubaron 30 min con TMRM 100 nM, analizándose a continuación 
mediante citometría de flujo tal como se describe en Metodología. Como control se utilizó 
CCCP 20 µM, que despolariza la membrana mitocondrial. Los resultados, expresados como 
URF en 10
5
 células, representan la media y la desviación típica de tres experimentos 
independientes con muestras por triplicado. No se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en ninguno de los casos. Barra: 20 µm. 
Esta menor actividad de la enzima catalasa en los fibroblastos CLN2 y no en 
los CLN3 supone otra diferencia que contribuiría a explicar la aparición más 
temprana de la enfermedad en los pacientes de LINCL. Además, se sabe 
que la lipofuscina puede generar ROS, especialmente por fotoactivación. 
Por eso, la disfunción de la retina se ha asociado con la fotoactivación de 
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lipofuscina que conduce a la pérdida de la visión al liberar ROS que dañan a 
los lípidos, proteínas, DNA y finalmente a toda la célula, produciendo así la 
pérdida de visión (Boulton et al., 2004). En ese sentido, conviene recordar 
(ver Introducción general) que una de las manifestaciones típicas de las 
lipofuscinosis ceroideas neuronales es la pérdida de visión por 
degeneración retiniana. Por tanto, puesto que la lipofuscina puede generar 
ROS, la ausencia total de actividad TPP1 puede contribuir a una mayor o 
más rápida acumulación de lipofuscina en los lisosomas de los fibroblastos 
CLN2. Esto podría explicar la presencia de mayores niveles de ROS que, a 
su vez, alterarían el ciclo celular. 
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Figura 35. Los fibroblastos CLN2 presentan una actividad catalasa menor que los 
fibroblastos control. Los fibroblastos control (CTRL), CLN2 y CLN3 se incubaron en 
condiciones de baja o alta proteólisis durante 3 h. La actividad catalasa se midió tal y como se 
describe en el apartado de Metodología. Se representa la media y la desviación típica de los 
valores de actividad de la catalasa procedentes de tres experimentos independientes. Los 
asteriscos del panel inferior indican las diferencias estadísticamente significativas respecto a 
sus respectivos valores control en condiciones de baja o alta proteólisis (**p<0,01 y 
***p<0,005). Los extractos preclarificados (50 µg de proteína) de los fibroblastos control, CLN2 
y CLN3 en condiciones de baja o alta proteólisis se analizaron mediante Western-blot utilizando 
anticuerpos frente a la catalasa y frente a la actina como control de carga (panel inferior). 
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3.4.2. Alteraciones en el transporte de enzimas lisosomales 
Las enzimas lisosomales se transportan desde la red trans del Golgi (TGN) 
hasta los lisosomas, principalmente mediante el receptor de la manosa 6-
fosfato independiente de cationes (CI-MPR). A continuación, este receptor 
se recicla a través del retrómero, llevándolo de vuelta al TGN para iniciar un 
nuevo ciclo. El pH lisosomal puede influir tanto en el transporte de las 
enzimas hidrolíticas hasta los lisosomas, afectando a su separación del 
receptor, como también en la degradación del propio receptor y en la 
maduración en el interior de los lisosomas de las enzimas transportadas. 
Puesto que solamente hemos observado un aumento en el pH lisosomal en 
los fibroblastos CLN3, hemos analizado estos procesos en esta línea celular 
comparándola con los fibroblastos control. 
 
3.4.2.1. CI-MPR 
En el complejo de Golgi, las hidrolasas ácidas solubles sufren un proceso de 
modificación con residuos de manosa 6-fosfato. Los receptores de manosa 
6-fosfato, principalmente el CI-MPR, reconocen estos residuos y transportan 
las enzimas hacia el sistema endosomal/lisosomal (Braulke, 2009). 
Para averiguar cómo funcionaba este transporte de las enzimas lisosomales 
en los fibroblastos CLN3, cuyo pH lisosomal es más alto, estudiamos la 
degradación del CI-MPR en medio de alta o baja proteólisis, en presencia o 
ausencia de cicloheximida (CHX). 
Los resultados de la figura 36 muestran que la degradación del CI-MPR se 
encuentra disminuida de forma significativa en los fibroblastos CLN3 en 
comparación con las células control, lo que sugiere que el transporte de las 
enzimas lisosomales desde el TGN hasta los endosomas se encuentra 
alterado. Esto puede explicarse como consecuencia del aumento de pH en 
estas células CLN3, que afecta a los procesos de fusión con los endosomas 
de las vesículas que contienen al CI-MPR con su carga. 
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Figura 36. Los fibroblastos CLN3 presentan una menor degradación del CI-MPR en 
comparación con los fibroblastos control. Los fibroblastos control y CLN3 se incubaron en 
condiciones de alta (KH) o baja (IAa) proteólisis en presencia o en ausencia de CHX 100 µg/ml 
durante 6 h. Los extractos totales se analizaron mediante Western-blot con anti-CI-MPR 
usando la actina como control de carga. Las bandas, cuantificadas mediante densitometría, se 
normalizaron frente a la actina. En la parte superior se muestran geles representativos. El 
histograma indica la media y desviación típica de tres experimentos independientes con 
muestras por triplicado de la relación entre los niveles de CI-MPR y de actina. Los asteriscos 
indican las diferencias estadísticamente significativas en la degradación del receptor calculada 
como diferencia de los niveles del mismo en presencia y en ausencia de CHX (***p<0,005). Los 
casos en los que no existieron diferencias significativas se indican con NS (no significativo). 
 
3.4.2.2. Retrómero 
Una vez que el CI-MPR llega a los endosomas se recicla mediante el 
retrómero, que lo transporta desde los endosomas de nuevo hasta el TGN 
para cerrar el ciclo y volver a transportar enzimas lisosomales (Arighi et al., 
2004; Pfeffer, 2009; Seaman, 2004). Puesto que encontramos que la 
degradación de CI-MPR se encuentra disminuida en los fibroblastos CLN3, 
analizamos también la degradación de diversas proteínas (las hVps y las 
SNX) que forman los dos subcomplejos del retrómero para estudiar la 
existencia de posibles alteraciones en el reciclaje del receptor. 
Los resultados de la figura 37 muestran, al igual que ocurría con el CI-MPR, 
una disminución en la degradación tanto de las subunidades hVps26 y 
hVps35 como de las SNX1 y SNX2 en los fibroblastos CLN3 en 
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comparación con las células control cuando se trataron en condiciones de 
alta o baja proteólisis. Por tanto, el reciclaje del CI-MPR hacia el TGN 
también se encuentra alterado. 
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Figura 37. Los fibroblastos CLN3 presentan una menor degradación de los componentes 
del retrómero en comparación con los fibroblastos control. Los fibroblastos control y CLN3 
se incubaron en condiciones de alta (KH) o baja (IAa) proteólisis en presencia de cicloheximida 
(CHX, 100 µg/ml) durante 6 h. Los extractos totales se analizaron mediante Western-blot con 
anti-hVps35, anti-hVps26, anti-SNX1 y anti-SNX2. La actina se usó como control de carga y las 
bandas se cuantificaron mediante densitometría, normalizándose frente a la actina, En la parte 
superior se muestran geles representativos y los histogramas de la parte inferior indican las 
correspondientes relaciones entre los niveles de las proteínas estudiadas y la actina. Los 
asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas en la degradación de los 
componentes del retrómero estudiados, calculada como diferencia de los niveles de dichas 
proteínas en presencia y en ausencia de CHX (***p<0,005). Los casos en los que no existieron 
diferencias significativas se indican con NS (no significativo). 
Tomando en conjunto la menor degradación del CI-MPR y del retrómero, los 
datos sugieren que en los fibroblastos CLN3 el CI-MPR llegaría a los 
endosomas desde el TGN, donde no se degradaría, posiblemente como 
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consecuencia del aumento en el pH en estas células. Por tanto, el CI-MPR 
se estaría reciclando constantemente hacia el TGN a través del retrómero. 
Para corroborar estos resultados, comparamos la localización del CI-MPR 
con la de la proteína TGN38, cuya función se desconoce y que se localiza 
en el TGN (Banting & Ponnambalam, 1997; Pfeffer, 2009). Tanto CI-MPR 
como TGN38 son proteínas transmembrana que viajan desde el TGN hasta 
los endosomas tempranos, para luego reciclarse de nuevo hacia el TGN y 
cerrar el ciclo (Lieu et al., 2007).  
 
Figura 38. El CI-MPR colocaliza más con el TGN en los fibroblastos CLN3 en 
comparación con los fibroblastos control. Los fibroblastos control y CLN3 se incubaron a 
37 ºC en condiciones de alta proteólisis, se fijaron y se ensayaron frente a anti-CI-MPR y anti-
TGN38 en presencia de inhibidores lisosomales, tal y como se describe en Metodología. En la 
figura se muestran imágenes representativas de las fluorescencias por separado y de la fusión 
de los dos canales. Barra: 40 µm. Las ampliaciones muestran las células con un mayor 
aumento. Barra: 20 µm, 
Los resultados de la figura 38 muestran una mayor colocalización de TGN38 
y CI-MPR en los fibroblastos CLN3 en comparación con las células control. 
Esto sugiere un aumento en el reciclaje del CI-MPR hacia el TGN por parte 
del retrómero como consecuencia del aumento del pH lisosomal en los 
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fibroblastos CLN3. Por tanto, este mayor pH puede retrasar la degradación 
del CI-MPR, haciendo que se recicle constantemente y colocalice más en el 
TGN. 
 
3.4.2.3. Procesamiento de las enzimas lisosomales 
Los resultados mostrados indican que el transporte de las enzimas 
lisosomales hasta los lisosomas puede estar disminuido en los fibroblastos 
CLN3 debido a que el aumento en el pH lisosomal es capaz de dificultar la 
fusión de las vesículas que permite la llegada de CI-MPR hasta los 
endosomas y la disociación del complejo enzima-receptor, lo que provoca 
un reciclaje constante de CI-MPR. Puesto que el pH lisosomal también 
puede influir en los procesos de maduración de las enzimas lisosomales 
para dar lugar a las formas activas de las mismas, analizamos el 
procesamiento de las procatepsinas L y D a sus correspondientes formas 
maduras en los fibroblastos control y CLN3 en condiciones de alta 
proteólisis, a fin de observar posibles diferencias. 
Los resultados  que se muestran en la figura 39 indican que en los 
fibroblastos CLN3 existe una menor conversión de las procatepsinas, 
especialmente de la procatepsina L, a sus correspondientes formas 
maduras, catepsina L y catepsina D, al analizar los niveles de estas dos 
proteínas mediante Western-blot.  
La catepsina D participa en la degradación de la subunidad c de la ATP-
sintasa mitocondrial, que se acumula en los fibroblastos CLN3 (Kominami, 
2002). Además, a la catepsina L también se la ha localizado de manera 
reciente en vesículas secretoras que contienen neuropéptidos, y se ha visto 
que desempeña un papel esencial en la producción de neurotransmisores 
peptídicos (Hook et al., 2012). Por tanto, el cambio en el pH registrado en 
estas células contribuye a la acumulación de la subunidad c de la ATP-
sintasa, reduciendo por un lado la actividad de la enzima TPP1, como 
hemos visto anteriormente y alterando también el procesamiento de la 
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procatepsina D, ya que ambas enzimas intervienen en la degradación de 
esta subunidad de la ATP-sintasa (Koike et al., 2000). 
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Figura 39. El procesamiento de las procatepsinas L y D a sus correspondientes formas 
maduras, catepsina L y D, se encuentra disminuido en los fibroblastos CLN3. Los 
fibroblastos control (CTRL) y CLN3 se incubaron por duplicado en medio de alta proteólisis 
durante 6 h. Los extractos totales se ensayaron mediante Western-blot con anticuerpos frente a 
las formas precursora y madura de las catepsinas L y D, utilizando actina como control de 
carga. Se muestran geles representat vos. 
Así pues, en los fibroblastos CLN2 la deficiencia en la TPP1 originaría las 
alteraciones observadas en la función lisosomal, especialmente en la 
macroautofagia. En los fibroblastos CLN3, el cambio en el pH se presenta 
como una alteración que desencadenaría la misma patología que en los 
fibroblastos CLN2, con alteraciones en la macroautofagia, en el transporte y 
reciclaje de receptores y en el transporte de las enzimas lisosomales, 
aunque con unos efectos menos pronunciados, que explicarían una edad de 
aparición posterior en la variante juvenil. 
Asimismo, la presencia de mayores niveles de ROS en los fibroblastos 
CLN2 como consecuencia de la alteración de la macroautofagia puede 
explicar el aumento en la fosforilación de las quinasas p38α y ERK1/2 
descrito anteriormente (ver figura 22). En relación con esto, se sabe que 
p38α se activa en respuesta a niveles elevados de ROS en la célula (Luo et 
al., 2011; Sato et al., 2014; Wu & Cederbaum, 2013) y que, aunque ERK1/2 
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se activa sobre todo en respuesta a factores de crecimiento (Cheng et al., 
2013), en determinadas circunstancias también puede hacerlo en presencia 
de altos niveles de ROS (Yan et al., 2012). Aunque existen estudios en los 
que se muestra un efecto activador sobre la autofagia por parte de las ROS 
a través de p38α y ERK1/2 (Liu et al., 2012; Yan et al., 2012), los resultados 
que presentamos en este trabajo apoyarían un papel de ROS como 
inhibidoras de la autofagia, también observado por otros autores (Li et al., 
2011). Es posible que inicialmente las ROS desencadenen un incremento 
en la autofagia, pero que posteriormente afecten al propio proceso 
autofágico, inhibiéndolo. También es posible que el efecto activador o 
inhibidor dependa de los niveles de ROS que se alcanzan en las células. En 
cualquier caso, parece que en las lipofuscinosis ceroideas neuronales, las 
ROS, junto a otros estimuladores de la vía Akt-mTOR, podrían actuar 
coordinadamente para inhibir la autofagia. 
Por tanto, la mayor reducción en la actividad de la enzima TPP1 en LINCL, 
junto con la reducción en la actividad catalasa, contribuirán a un mayor 
aumento en la formación de ROS. Esta mayor formación de ROS en LINCL 
podría alterar la regulación de la macroautofagia, probablemente afectando 
a las vías de señalización que regulan esta vía degradativa. Así pues, todas 
estas diferencias podrían explicar la diferente gravedad de las dos variantes 
de la enfermedad. 
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4. CONCLUSIONES FINALES 
 
Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo han sido: 
1. De las dos principales vías de degradación intracelular de proteínas, solo 
la macroautofagía es defectuosa en las líneas celulares de pacientes con 
lipofuscinosis ceroideas neuronales infantil tardía (CLN2) y juvenil (CLN3). 
En cuanto a las principales vías endocíticas estudiadas, solo la 
macropinocitosis está reducida en ambas líneas de pacientes. 
2. En los fibroblastos de pacientes se produce una menor formación de 
autofagosomas que coincide con una mayor activación de la vía Akt-mTOR, 
especialmente en los fibroblastos CLN2.  
3. En los fibroblastos CLN3, el pH lisosomal es mayor en aproximadamente 
0,5 unidades que en los fibroblastos control o CLN2. Como consecuencia de 
esto, la maduración de autofagosomas, el transporte vesicular y la 
maduración de las enzimas lisosomales están disminuidos en aquellas 
células. Asimismo, la actividad de la enzima TPP1, cuyo pH óptimo es muy 
ácido, disminuye en aproximadamente un 60 % en los fibroblastos CLN3 en 
comparación con los controles. 
4. En los fibroblastos CLN2 están mas activadas las quinasas p38α y 
ERK1/2, son mayores los niveles de ROS y es menor la actividad de la 
catalasa en comparación con los fibroblastos control o CLN3. Esto, junto a 
la prácticamente total ausencia de la actividad de TPP1, podría explicar la 
aparición más temprana de la sintomatología en la variante infantil tardía.  
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